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Resumen 
 
Se conoce como Hidromiel a la bebida alcohólica obtenida a través de la fermentación de 
una dilución acuosa de miel de abejas. Esta bebida es tradicional en el consumo 
euroasiático y actualmente despierta interés en la agroindustria colombiana, ya que 
representa una potencial salida comercial para nuestra cadena apícola.  
 
En este proyecto se establecieron las condiciones iniciales de operación para la 
obtención de hidromiel a nivel laboratorio y semi-piloto.  A partir de una dilución de miel 
de 17 ºBx, enriquecida con fosfato de amonio monobásico, se obtuvo una bebida 
fermentada de miel, con un grado alcohólico de 10%. Con un rendimiento porcentual del 
95% y un nivel de productividad de 8.2 g/L-día, 94% de la productividad máxima teórica. 
 
Mediante el seguimiento del perfil de carbohidratos y el contenido de sólidos solubles en 
el medio se realizó una primera aproximación al estudio cinético del proceso y a través 
de un sistema por cromatografía de gases se determinó el perfil de compuestos volátiles; 
donde se identificó un contenido de metanol de 20 ppm y ácido acético de 0.5 g/L; estos 
resultados junto al nivel de 3.2 de pH final y acidez titulable de 4.2 g/L, expresada como 
ácido tartárico, confirmaron la viabilidad de consumo y comercialización del producto 
final, al cumplir la normatividad colombiana establecida para bebidas tipo vino.  
 
Palabras clave: Fermentación alcohólica, Saccharomyces cerevisiae, Miel, Hidromiel. 
 
 
 
 
 
VIII Evaluación de la fermentación alcohólica para la producción de hidromiel 
 
 
Abstract 
Mead is known as an alcoholic beverage obtained by fermentation of a honey aqueous 
solution. This alcoholic beverage is traditional in Eurasia and now is an interesting product 
in the Colombian agricultural industry because it represents a commercial potential for our 
beekeeping. 
 
This project established the initial operating conditions for the production of mead.  
A honey dilution of 17°Bx, enriched with ammonium phosphate monobasic, was used to 
generate a fermented honey drink with an alcohol content of 10%, a yield of 95% and  
8.2 g/L-day of productivity level. 
 
By carbohydrate profile monitoring and soluble solids content measure was evaluated a 
first approach to kinetic studies and through a gas chromatographic system was 
determined the profile of volatile compounds, it was identified a methanol content of 
20ppm and acetic acid of 0.5 g/L. These results together with the level of 3.2 final pH and 
titratable acidity of 4.2 g/L, expressed as tartaric acid, confirmed the feasibility of 
consumption and marketing of the final product to comply with Colombian law established 
for wine beverages. 
 
Keywords: Alcoholic beverages, Winemaking, Mead, Fermentation, Sacharomyces 
cerevisiae, Honey.   
 
 
Contenido 
 
Resumen ......................................................................................................................................... VII 
Abstract .......................................................................................................................................... VIII 
Contenido ......................................................................................................................................... IX 
Lista de figuras ................................................................................................................................ XI 
Lista de tablas ............................................................................................................................... XIII 
Lista de Símbolos y abreviaturas ................................................................................................ XIV 
Introducción ....................................................................................................................................... 1 
Objetivos ........................................................................................................................................ 3 
1. Marco teórico ............................................................................................................................. 5 
1.1 Fermentación Alcohólica .................................................................................................... 5 
1.2 Proceso fermentativo en la producción de vinos ............................................................... 8 
1.2.1 Levaduras en la fermentación ......................................................................................... 8 
1.2.2 Nutrientes ...................................................................................................................... 12 
1.2.3 Fermentaciones secundarias y subproductos............................................................... 14 
1.2.4 Inconvenientes en la fermentación ............................................................................... 16 
1.2.5 Consideraciones finales de proceso ............................................................................. 17 
1.3 Composición del vino ....................................................................................................... 19 
1.4 Miel como sustrato de fermentación ................................................................................ 26 
1.4.1 Miel ................................................................................................................................ 26 
1.5 Hidromiel .......................................................................................................................... 30 
1.5.1 Consideraciones en la producción de hidromiel ........................................................... 30 
1.5.2 Aspectos fisicoquímicos ................................................................................................ 32 
1.5.3 Panorama general ......................................................................................................... 34 
2. Materiales y Métodos .............................................................................................................. 37 
2.1 Materias primas ................................................................................................................ 37 
2.1.1 Miel ................................................................................................................................ 37 
2.1.2 Levaduras ...................................................................................................................... 37 
2.2 Métodos de caracterización de la materia prima ............................................................. 38 
2.2.1 Caracterización fisicoquímica de la miel ....................................................................... 38 
2.2.2 Caracterización microbiológica de la miel ..................................................................... 41 
2.2.3 Caracterización de las levaduras de trabajo ................................................................. 42 
2.3 Métodos de evaluación fisicoquímica en la fermentación ................................................ 43 
2.3.1 Seguimiento de la acidez y el pH .................................................................................. 43 
2.3.2 Determinación de la producción de alcohol .................................................................. 44 
2.3.3 Seguimiento de la concentración de sustrato ............................................................... 44 
X Evaluación de la fermentación alcohólica para la producción de hidromiel 
 
 
 
2.4 Análisis de resultados ...................................................................................................... 45 
2.4.1 Evaluación del consumo porcentual de sustrato .......................................................... 45 
2.4.2 Evaluación de la cinética del proceso ........................................................................... 45 
2.4.3 Evaluación del Rendimiento y la productividad ............................................................ 47 
2.4.4 Evaluación sensorial ..................................................................................................... 48 
2.4.5 Métodos estadísticos .................................................................................................... 48 
2.5 Experimentación ............................................................................................................... 49 
2.5.1 Fase 1. Ensayos preliminares en la selección de las condiciones de operación ......... 49 
2.5.2 Fase 2. Establecimiento semi-piloto del proceso .......................................................... 55 
3. Análisis y Discusión de Resultados ..................................................................................... 59 
3.1 Caracterización de la materia prima ................................................................................ 59 
3.1.1 Miel de abejas ............................................................................................................... 59 
3.1.2 Levaduras evaluadas .................................................................................................... 62 
3.2 Fase 1: Ensayos preliminares para la selección de los parámetros de fermentación ..... 64 
3.2.1 Etapa I. Determinación de la concentración de azúcares en el mosto de fermentación64 
3.2.2 Etapa II. Definición de la concentración de nutrientes en el mosto .............................. 79 
3.2.3 Etapa III. Evaluación del pre-tratamiento realizado al mosto de fermentación ............ 89 
3.3 Fase 2 Establecimiento semi-piloto del proceso ............................................................ 100 
3.3.1 Etapa I. Control y mejoramiento en la respuesta de los parámetros de evaluación del 
proceso .................................................................................................................................... 100 
3.3.2 Etapa II. Desarrollo semi-piloto del proceso establecido ............................................ 105 
4. Conclusiones y Recomendaciones ..................................................................................... 113 
4.1 Recomendaciones.......................................................................................................... 115 
5. Bibliografía............................................................................................................................. 123 
 
 
 
A. Anexo: Fichas Técnicas   ..................................................................................................... 117 
B. Anexo: Formatos de evaluación sensorial ......................................................................... 121 
 
 
 
 
Contenido XI 
 
Lista de figuras 
Pág. 
 
Figura 1-1. Sistema de reacciones en la Glucólisis (Nielsen 2003) .................................................. 6 
Figura 1-2 Metabolismo fermentativo en las levaduras (Nielsen 2003) ............................................. 7 
Figura 1-3 Metabolismo fermentativo mixto (Nielsen 2003) .............................................................. 7 
Figura 2-1 Esquema del desarrollo experimental de la Fase 1 de ensayos preliminares ............... 50 
Figura 2-2 Desarrollo experimental de la Fase 1 en la obtención de hidromiel .............................. 52 
Figura 2-3. Dilución del mosto ......................................................................................................... 53 
Figura 2-4. Montaje de fermentación fraccionado ........................................................................... 55 
Figura 2-5. Rehidratación y activación de levadura ......................................................................... 56 
Figura 2-6 Inoculo de fermentación luego de tres días de activación ............................................. 56 
Figura 2-7: Sistema de fermentación en reactor .............................................................................. 57 
Figura 2-8 Diagrama de flujo del proceso de fermentación de hidromiel ........................................ 58 
Figura 3-1 Recuento en placa de las levaduras comerciales L1 y L2 en medio YPG ..................... 62 
Figura 3-2. Acidez titulable en la fermentación de los ensayos preliminares en la Etapa I. ............ 65 
Figura 3-3. Seguimiento del pH en la fermentación de la Etapa I de ensayos preliminares ........... 66 
Figura 3-4. Contenido de ácido acético en el producto final de la Etapa I de ensayos preliminares
 .......................................................................................................................................................... 67 
Figura 3-5. Grado alcohólico obtenido a partir de diferentes de las diferentes diluciones de miel 
fermentadas ..................................................................................................................................... 68 
Figura 3-6. Contenido de componentes volátiles generados en los ensayos de la Etapa I ............ 71 
Figura 3-7 Evaluación estadística del contenido de etanol en los ensayos experimentales de la 
Etapa I. ............................................................................................................................................. 77 
Figura 3-8 Evaluación del rendimiento producto-sustrato de los ensayos experimentales durante la 
Etapa I .............................................................................................................................................. 78 
Figura 3-9. Seguimiento de la Acidez titulable evaluada en el proceso de fermentación de la Etapa 
II........................................................................................................................................................ 79 
Figura 3-10 Comportamiento del pH en la fermentación de la Etapa II ........................................... 81 
Figura 3-11. Contenido de ácido acético en hidromiel obtenido en la Etapa II ............................... 82 
Figura 3-12. Grado alcohólico en hidromiel obtenido en la Etapa II ................................................ 83 
Figura 3-13 Contenido final de alcoholes superiores y compuestos volátiles obtenidos a través de 
la Etapa II de fermentaciones .......................................................................................................... 84 
Figura 3-14 Evaluación de la acidez titulable y consumo de sustrato en la Etapa II ....................... 88 
Figura 3-15. Evaluación del rendimiento porcentual en la Etapa II ................................................. 88 
XII Evaluación de la fermentación alcohólica para la producción de hidromiel 
 
Figura 3-16 Comportamiento de la acidez titulable en la tercera etapa de fermentación ............... 89 
Figura 3-17 Seguimiento del pH en los ensayos de fermentación de la tercera etapa de evaluación
 ......................................................................................................................................................... 90 
Figura 3-18 Contenido de ácido acético en las muestras finales de la etapa III ............................. 91 
Figura 3-19. Determinación del grado alcohólico en los ensayos de fermentación de la etapa III . 93 
Figura 3-20 Contenido de componentes volátiles en la fermentación de la etapa III ...................... 94 
Figura 3-21. Evaluación del aroma de los productos obtenidos en la etapa III ............................... 97 
Figura 3-22 Análisis de la acidez titulable y contenido de metanol en la Etapa III .......................... 98 
Figura 3-23. Evaluación del contenido de metanol en la Etapa III .................................................. 99 
Figura 3-24. Comportamiento del pH y la acidez de la fermentación ............................................ 101 
Figura 3-25. Acidez volátil en la Fase II de fermentación .............................................................. 102 
Figura 3-26. Componentes volátiles en fase II de fermentación ................................................... 103 
Figura 3-27. Control del pH y la acidez en la obtención de hidromiel ........................................... 105 
Figura 3-28. Contenido de etanol y compuestos congéneres ....................................................... 106 
Figura 3-29 Consumo porcentual de los carbohidratos en la producción de hidromiel ................ 108 
Figura 3-30 Evaluación sensorial del hidromiel ............................................................................. 109 
Figura 3-31 Diagrama de proceso para la obtención de hidromiel a escala semi-piloto ............... 111 
 
 
 
 
  
Contenido XIII 
 
Lista de tablas 
Pág. 
 
Tabla 3-1. Caracterización fisico-química de la miel empleada ...................................................... 59 
Tabla 3-2. Caracterización microbiológica de miel de abejas Apis mellifera ................................... 61 
Tabla 3-3. Respuesta de tolerancia de las levaduras de trabajo.  Recuento de células viables en 
UFC/g ............................................................................................................................................... 62 
Tabla 3-4. Contenido de etanol en el producto final de la Etapa I de ensayos preliminares ........... 69 
Tabla 3-5. Contenido promedio de metanol obtenido durante la Etapa I de experimentación. ...... 70 
Tabla 3-6. Contenido de monosacáridos finales en la Etapa I de ensayos preliminares ................ 73 
Tabla 3-7. Porcentaje de consumo de sustrato ............................................................................... 73 
Tabla 3-8. Rendimiento Yp/s obtenido para los ensayos evaluados en la Etapa I  Datos 
expresados en gramos etanol producido por gramos de azúcares consumidos. ........................... 75 
Tabla 3-9. Rendimiento porcentual de los ensayos evaluados a través de la Etapa I .................... 75 
Tabla 3-10. Productividad de los ensayos evaluados durante la Etapa I ........................................ 76 
Tabla 3-11 Contenido final de etanol y metanol en las fermentaciones de la Etapa II .................... 85 
Tabla 3-12. Consumo porcentual de sustrato durante la Etapa II ................................................... 86 
Tabla 3-13 Rendimiento Yp/s obtenido para los ensayos evaluados en la Etapa II  Datos 
expresados en g/g. Obtenidos a partir del contenido final de etanol de los ensayos N0, N4 y N8 
que presentaron un error típico promedio de 0.85, 0.38 y 0.19 respectivamente. .......................... 86 
Tabla 3-14. Rendimiento porcentual de los ensayos evaluados a través de la Etapa II ................. 86 
Tabla 3-15 Productividad de los ensayos preliminares en la Etapa I .............................................. 87 
Tabla 3-16. Contenido de etanol y metanol en el hidromiel obtenido en la Etapa III de 
experimentación ............................................................................................................................... 93 
Tabla 3-17 Grado de consumo de sustrato en la Etapa III de experimentación ............................. 96 
Tabla 3-18. Evaluación del rendimiento porcentual y la productividad en la etapa III de 
fermentación ..................................................................................................................................... 96 
Tabla 3-19 Seguimiento del Contenido de etanol en la Fase II de evaluación ............................. 102 
Tabla 3-20 Rendimiento y productividad en la optimización de la fermentación Fase II ............... 104 
Tabla 3-21 Caracterización del hidromiel obtenido ........................................................................ 110 
 
XIV Evaluación de la fermentación alcohólica para la producción de hidromiel 
 
 
Lista de Símbolos y abreviaturas 
 
 
Símbolos con letras latinas 
 
Símbolo Término 
A Constante de Arrhenius 
Ea Energía de activación 
k Constante cinética 
n Orden de reacción 
rs Velocidad de reacción (sustrato) 
R Constante universal de los gases 
S Concentración de sustrato 
T Temperatura 
t Tiempo 
X Concentración 
YP/S Rendimiento producto-sustrato 
 
 
 
 
 
Símbolos con letras griegas 
 
Símbolo Término 
α Velocidad de lisis / metabolismo endógeno 
 Velocidad especifica de crecimiento 
 Densidad 
 
 
 
 
 
 
 
Contenido XV 
 
Abreviaturas 
 
Abreviatura Término 
AMP Adenosin monofosfato 
ATP Adenosin trisfofato 
EMP Embden Meyerhof Parnas 
F6P Fructosa-6-Fosfato 
G6P glucosa-6-fosfato  
HPLC Cromatografía líquida de alta resolución 
NAD 
NADH 
Nicotinamida adenina dinucleotido  
NAD forma reducida 
NADP 
NADHP 
Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato 
NADP forma reducida 
OSM Osmolaridad en osmoles/L 
PP Fosfato-pentosa 
R5P Ribosa 5 fosfato 
TCA Acidos tricarboxilicos, 
UFC Unidades Formadoras de Colonia 
  
 
 
Introducción 
El sector agroindustrial de un país requiere el aprovechamiento eficaz de los recursos 
con los que cuenta; en la actualidad, diferentes entes gubernamentales centran 
esfuerzos en el financiamiento de proyectos que fortalezcan e incentiven el desarrollo de 
mercados, para abrir nuevos canales de distribución y mejorar la economía general. 
 
La apicultura en Colombia, establecida como cadena productiva bajo el marco de la ley 
811 de 2003, ha incursionado paulatinamente en los programas de gobierno, dado el 
potencial de sus productos y la importancia que el adecuado mantenimiento de la 
polinización representa para el sector agrícola de un país.  
 
La producción anual de miel se estima en 3000 toneladas (Martinez 2006). Cifras poco 
competitivas frente a las 80mil toneladas, que exporta anualmente un país como 
Argentina (Fundación para la Innovación Agraria - FIA 2008; Barrera 2011). Así que la 
salida comercial se limita al mercado interno; sin embargo la amplia distribución de miel 
industrial y la baja cultura de consumo, representan grandes inconvenientes para el 
avance de este sector.   Por lo tanto, se hace necesario explotar nuevos mercados, que a 
través de tratamientos de conservación y transformación generen nuevos productos que 
den valor agregado y mejoren la rentabilidad de la cadena apícola. 
 
El vino de miel o hidromiel, bebida fermentada a base de miel, representa en Europa 
occidental un 10% del consumo de bebidas tipo vino y un 30% en el consumo de Europa 
oriental (Fundación para la Innovación Agraria - FIA 2008). En Latinoamérica, no tiene 
mayor reconocimiento o distribución, sin embargo estudios Chilenos han demostrado el 
potencial de esta bebida dentro del mercado de exportación de las bebidas alcohólicas 
tipo vino (Vallebendito 2006).  
2 Evaluación de la fermentación alcohólica para la producción de hidromiel 
 
En Colombia, la cultura de consumo de vino se ha visto favorecida  con cifras de hasta 
un 128% de crecimiento desde el año 2000 (Vallebendito 2006). El consumidor actual 
muestra mayor interés y ha logrado dejar de lado la sensibilidad con relación al precio del 
producto. Esto ha llevado también a explorar nuevas bebidas, obtenidas de fuentes 
alternas a la uva, donde el enfoque principal está en el aprovechamiento de las 
propiedades funcionales de los compuestos naturales empleados en su producción.  
Esto ha impulsado el desarrollo de investigaciones centradas en productos agrícolas de 
interés que marquen una diferencia significativa en el mercado; donde el sector apícola 
tiene un gran potencial que no se ha estudiado a profundidad. 
 
Actualmente el proyecto “Programa estratégico en alternativas para la generación de 
valor en productos apícolas en Colombia a través de la innovación y el desarrollo 
tecnológico”, que con el esfuerzo interdisciplinar de tres grupos de investigación de la 
Universidad Nacional, el Ministerio de Agricultura y Desarrollo y diferentes asociaciones 
de apicultores, busca fortalecer el ejercicio de esta industria, con el desarrollo de 
productos que generen valor agregado a la cadena, y es el campo de las bebidas 
alcohólicas tipo vino, una interesante línea de investigación que ve en el hidromiel un 
producto de gran potencial comercial. 
 
Por esta razón, en lo que pretende ser la base de trabajos futuros enfocados al desarrollo 
de productos apícolas procesados que puedan ser incluidos en nuevos mercados de 
distribución, como es el caso de las bebidas alcohólicas.  Se ha propuesto evaluar un 
proceso de fermentación alcohólica para la producción de hidromiel. Para alcanzar este 
propósito se proyectaron una serie de objetivos que se describen a continuación. 
 
  
Introducción 3 
 
Objetivos  
El objetivo principal de este proyecto es evaluar la aplicación de diferentes condiciones 
de proceso en la fermentación alcohólica de miel de abejas de la región de Boyacá, para 
la producción de hidromiel. Y para ello se plantearon los siguientes objetivos: 
 
- Caracterizar fisicoquímica y microbiológicamente la miel de abejas a emplear. 
 
- Establecer la adecuación para la miel como mosto favorable de fermentación, tras el 
ensayo de diferentes pre-tratamientos, mezclas de nutrientes y relación de sólidos 
totales.  
 
- Evaluar el comportamiento de la fermentación mediante el seguimiento del consumo 
de sustrato, generación de producto y correlacionar con parámetros fisicoquímicos y 
sensoriales a lo largo del proceso. 
 
- Determinar las condiciones de fermentación adecuadas para la obtención de una 
buena productividad y rendimiento de etanol generado.  
 
- Evaluar los parámetros establecidos para el establecimiento de un sistema de mayor 
escala para su futura aplicación industrial. 
  
 
 
1. Marco teórico 
1.1 Fermentación Alcohólica 
En términos generales la fermentación se describe como un proceso de oxidación en el 
que la transformación de moléculas complejas a moléculas simples, lleva a la generación 
de un producto final orgánico, con liberación de energía.  A diferencia de los procesos de 
oxidación comunes, donde el oxígeno o cualquier compuesto inorgánico oxidado es el 
que actúa como aceptor final, la energía química en la fermentación deriva de un proceso 
químico de fosforilación, por el que se da una transferencia de electrones que conduce a 
la generación de un compuesto orgánico oxidado (Amerine 1967; Godoy 1987).  
La fermentación alcohólica, es un proceso anaeróbico realizado por levaduras y algunas 
clases de bacterias. Donde el sustrato celular; mono y di sacáridos en su mayoría, son 
transformados principalmente en alcohol etílico y dióxido de carbono; con la generación 
de equivalentes de reducción de los compuestos NADH/NAD+ y NADHP/NADP+ y enlaces 
de alta energía de fosfato, ATP (Nielsen 2003).  La energía se sintetiza como ATP a 
partir de un proceso de glicólisis al que sigue el metabolismo del piruvato. De este modo 
la fermentación complementa la glucólisis y hace posible producir energía en ausencia de 
oxígeno (Nielsen 2003) 
Los procesos catabólicos inician luego de que los azúcares son transformados en 
glucosa-6-fosfato (G6P) o fructosa-6-fosfato (F6P). A partir de allí se desarrolla la 
glucólisis y el metabolismo del piruvato. La glucólisis, contempla una serie de reacciones 
intermedias dentro la ruta ‘Embden-Meyerhof-Parnas’ (EMP) y la vía fosfato-pentosa 
(PP), Figura 1-1. En procesos aeróbicos, el piruvato es oxidado dentro del ciclo de los 
ácidos tri-carboxílicos - TCA; sin embargo en procesos anaerobios, es la forma reducida 
de la coenzima NAD, la que se oxida, generando simultáneas reducciones del piruvato a 
acetato, ácido láctico o etanol, en el caso del metabolismo de fermentación alcohólica.  
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Figura 1-1. Sistema de reacciones en la Glucólisis (Nielsen 2003) 
 
La ruta EMP sigue la estequiometria dada por la ecuación 1.1 mientras que con los 
precursores de metabolitos, ribosa-5-fosfato (R5P) y eritrosa-4-fosfato formados en la 
ruta PP, no sólo se ajusta la ruta EMP sino que adicionalmente se suplen los procesos 
anabólicos de la célula con equivalentes de reducción del tipo NADHP.  
                            
                             
Ecuación 1-1. Estequiometria de la ruta EMP - Embden-Meyerhof-Parnas 
 
Luego de la glicolisis, en las levaduras, el piruvato se descarboxila a aldehído para la 
generación de etanol, sin la intervención de Acetil-CoA, Figura 1-2. Sin embargo, del 
acetato presente en el citosol, es posible sintetizar Acetil-CoA que se emplea como 
precursor de ácidos grasos, y por la acción del complejo enzimático piruvato-
deshidrogenasa  el Acetil-CoA mitocondrial puede iniciar una regeneración del NAD con 
reducción del piruvato a acido láctico y/o acético, lo que se conoce como una 
fermentación mixta, Figura 1-3.  
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Figura 1-2 Metabolismo fermentativo en las levaduras (Nielsen 2003) 
 
Figura 1-3 Metabolismo fermentativo mixto (Nielsen 2003) 
 
El etanol es el producto principal del metabolismo fermentativo de las levaduras, sin 
embargo en presencia de oxígeno, ciertos anaerobios facultativos permiten que el Acetil-
CoA mitocondrial conduzca al piruvato a una fosforilación oxidativa dentro del ciclo de los 
ácidos tri-carboxílicos, generándose así metabolitos secundarios. El estudio de estos 
mecanismos ha permitido desarrollar procesos que en la industria de las bebidas 
alcohólicas ha encontrado en los vinos un excelente potencial de desarrollo. 
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1.2 Proceso fermentativo en la producción de vinos 
La producción de vinos, se define como una fermentación etanólica del mosto de uvas 
sin adición de otras sustancias (Instituto Nacional de Vitinicultura 2006). Este proceso 
inicia con la obtención del mosto a través del prensado de la uva y la posterior 
inoculación del mosto con levaduras, que a través del proceso fermentativo genera vinos 
con concentraciones de etanol de 8 hasta 15 % en volumen.  
1.2.1 Levaduras en la fermentación 
La levadura Saccharomyces cerevisiae, es la especie de mayor uso en la industria 
vinícola. Se describe normalmente como un anaerobio facultativo, de modo que crece 
tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas, es capaz de emplear un amplio rango 
de sustratos entre mono-, di-, y oligo-sacáridos, así como etanol, acetato, glicerol y hasta 
lactatos; siendo la glucosa su fuente de carbón preferida, la cual metaboliza a etanol 
mediante la ruta EMP y el metabolismo anaeróbico del piruvato (Dickinson 2003).   
 
Cuando se emplean fuentes de carbono diferentes a la glucosa, se requiere una 
gluconeogénesis, donde se generan carbohidratos de almacenamiento de tipo hexosas, 
para el mantenimiento dentro de la vía metabólica de la hexosa monofosfato, en la cual 
se llega a la síntesis de la ribosa necesaria en los procesos anabólicos y la posterior 
generación de R5P que conduce a la ruta PP (Dickinson 2003). Esto reduce 
notoriamente el rendimiento del proceso, que en condiciones normales de consumo de 
glucosa se estima entre el 85% y 90% de la conversión de sustrato.  
 
La levadura Saccharomyces cerevisiae presenta un requerimiento energético en 
condiciones anaerobias de 0,036 gramo de célula por gramo de sustrato-hora y de 0,022 
en condiciones aérobicas. En función de la cepa empleada se tiene un contenido residual 
de azúcar de 10-56 g/L, lo que influencia el tiempo de fermentación, el cual va de 119 a 
170 horas (Sablayrolles 2009), de manera que las condiciones de proceso deben 
ajustarse adecuadamente para obtener los mejores rendimientos de producción. 
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 Velocidad de crecimiento 
La velocidad de crecimiento de las levaduras depende directamente de la concentración 
del sustrato. Este comportamiento se describe generalmente mediante la ecuación de 
Monod. Este modelo sugiere que el desarrollo de las levaduras depende de una máxima 
velocidad de crecimiento y una concentración de saturación, el cual es válido para un 
amplio rango de organismos y nutrientes, donde todos cuentan con un límite superior de 
concentración sobre el cual se genera una disminución de la velocidad de crecimiento, lo 
que se conoce como inhibición (Boulton 1996). 
 
El modelo de Monod describe una curva de crecimiento, en la cual se presenta una 
primera etapa de adaptación al medio, ‘fase lag’, que depende tanto del número de 
células, como del sistema metabólico. Cuando esta fase se prolonga la presencia de 
tóxicos o una pobre o inadecuada inoculación puede ser la razón.  
 
Luego se presenta un crecimiento exponencial que ocurre a una máxima velocidad, la 
duración de esta fase depende de la concentración inicial del sustrato limitante; así como 
de la habilidad del microorganismo para adaptarse a la disminución de la concentración 
de sustrato (Ribéreau 2006). En el punto, en el que se presenta limitación de sustrato, la 
velocidad especifica de crecimiento se comporta en función de la siguiente expresión    
 
max
s
S
K S

 
  
Ecuación 1-3. Cinética de Monod 
 
Luego de la fase exponencial, donde se tiene el máximo valor de biomasa, se da una 
fase estacionaria durante la cual algunas células se dividen mientras otras mueren, para 
finalmente llegar a la fase de muerte. En general todo el comportamiento podrá definirse 
en función de la velocidad específica de crecimiento  y la velocidad de lisis o 
metabolismo endógeno (Nielsen 2003; Ribéreau 2006).
  
  
        
 
 
  
  
           
  
  
         
    
 ⁄ 
Ecuación 1-4. Cinética de crecimiento de las levaduras  
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Sin embargo factores como la temperatura, el pH y la concentración de nutrientes 
influyen directamente en el desarrollo de las levaduras y su efecto no siempre puede 
reflejarse dentro de una expresión meramente matemática ya que afecta el 
comportamiento general del sistema celular, alterando a su vez las características no 
solo fisicoquímicas sino sensoriales del producto final. 
Influencia del pH 
El funcionamiento celular se mantiene por el constante bombeo de protones de la célula; 
el gradiente de concentración de iones hidrógeno junto con el potencial eléctrico de la 
membrana de la célula, que determinan la fuerza motora de protones, se ve influenciado 
por las variaciones de pH, afectándose su composición y su naturaleza tras la disociación 
de ácidos y bases, afectando también productos finales del metabolismo anaeróbico 
(Sablayrolles 2009). La presencia de ácidos orgánicos, incrementan el flujo de protones 
de los ácidos disociados, esto implica modificaciones del comportamiento general, caso 
de la disminución del rendimiento de glucosa por las altas concentraciones de ácidos 
(Ribéreau 2006). 
 
Existe una dependencia de la velocidad de crecimiento con el pH, dado que el 
funcionamiento de los diferentes componentes intracelulares y extracelulares se ven 
influenciados por los valores de pH. En función de esto se ha demostrado que las 
bacterias, por ejemplo desarrollan un trabajo óptimo en un rango de pH de 6.5-7.5 
mientras que las levaduras prefieren un ambiente ligeramente más ácido entre 4.0 y 5.0 
(Mato 2005) (Lamikarra 1997).  
Influencia de la temperatura  
La mayor parte de los microorganismos de uso industrial son mesófilos, los cuales 
alcanzan un máximo de resistencia en los 47 ºC. Cuando se supera este límite se genera 
una rápida caída de la velocidad de crecimiento; así que el óptimo de uso para estos 
microorganismos está entre 30-45 ºC, rango en el cual la velocidad de crecimiento se 
mantiene prácticamente constante (Ribéreau 2006). 
 
Esta dependencia de la temperatura con la velocidad específica de crecimiento puede 
ser expresada mediante la ‘ley de Arrhenius’, que se incluye en el parámetro de 
velocidad de muerte celular, Ecuación 2-4.  
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Por encima de la máxima temperatura, la velocidad global disminuye como resultado del 
incremento de la velocidad de muerte, relacionada directamente con la energía de 
activación, donde valores superiores a 90 Kcal/mol prevén que esta velocidad de muerte 
se incrementará más rápidamente que la de crecimiento (Colombié 2007). 
 
La temperatura es una de las variables más importantes en el proceso de producción de 
vinos, la cual se maneja en un rango de 15°C para vinos blancos y 30°C en el vino tinto, 
sin embargo no es un valor que permanezca constante durante todo el proceso, dado 
que el calor debido a la reacción, establecido en 23,5 Kcal/ mol azúcar, genera una 
modificación continua de la temperatura sobre el proceso. Por lo tanto representa un 
parámetro a ser controlado a lo largo del proceso; que se relaciona directamente con el 
las características del producto final.  
 
En vinos blancos, el control de la temperatura tiene un efecto directo sobre las 
características aromáticas, donde se beneficia el adecuado desarrollo de compuesto 
volátiles como esteres, acetatos, y ácidos grasos de cadena media, que promueven el 
perfil aromático del vino, caso del incremento en la producción de tioles en los mostos de 
‘Sauvignon’ cuando se pasa de trabajar de 30 a 13°C (Howell 2004). 
 
Esta influencia de la temperatura no es tan marcada en el caso del vino tinto, sin 
embargo existe cierta relación con la extracción de los compuestos fenólicos de la fase 
sólida a la líquida, así como el nivel de alcohol final alcanzado. No obstante es claro que 
el manejo de bajas temperaturas de proceso, pueden generar una ralentización de la 
reacción y su posible detenimiento; por lo cual debe hacerse un control global del 
proceso para obtener los mejores resultados. El uso de fosfatos suele emplearse en 
estos casos para evitar detenimientos indeseados de la reacción y a su vez contribuir con 
los nutrientes necesarios para el metabolismo celular (Perez 1999; Cozzolino 2004). 
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1.2.2 Nutrientes  
La adición de nutrientes busca básicamente proveer de un ambiente propicio a la 
levadura para que se obtengan los mejores rendimientos en la fermentación.  
La asimilación de nitrógeno y la demanda de oxígeno son factores importantes que 
influencian no solo el rendimiento del proceso sino la expresión de las características 
sensoriales.  
En función de los nutrientes incluidos o ausentes del medio de fermentación se hacen 
aportes importantes en la protección de las células a factores de estrés, lo que influye 
directamente en la tasa de crecimiento, la degradación de sustrato y los cambios sobre el 
producto final  (Sablayrolles 1996). 
 Nitrógeno 
La mayoría de los aminoácidos sirve como fuente de nitrógeno, aunque no todos se 
asimilen igual. Generalmente se adicionan sales de amonio y mezclas de aminoácidos; 
donde la glicina es el más efectivo y la metionina la menos efectiva (Bely 1990).  
 
El proceso de asimilación del nitrógeno inicia en la conversión del amoníaco a glutamato, 
por la deshidrogenasa presente. Seguido de esto, parte del glutamato es convertido en 
glutamina, que representa una fuente importante de nitrógeno celular (Cooper 1982).  
 
No siempre el nitrógeno asimilable incrementa el crecimiento celular, porque puede ser 
acumulado intracelularmente en las vacuolas celulares, como reserva en la fase 
estacionaria donde sería empleado en la síntesis de proteínas (Henschke 1993). Esto 
puede reprimir el consumo de aminoácidos, con lo que se ve reducido la eficiencia de la 
fermentación. Por lo tanto el nitrógeno es considerado como un elemento limitante de la 
reacción. 
 
No obstante una excesiva adición de nitrógeno modifica las características del producto 
final, generalmente por la elevada producción de alcoholes superiores, acido acético, etil-
carbamato, y etil acetato, y por la posible generación de sulfuro de hidrogeno.  
Por otro lado, cuando el contenido de nitrógeno asimilable es bajo se incrementa la 
producción de sustancias indeseables de compuestos sulfurados, como el ácido 
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sulfhídrico y alcoholes pesados. Esto disminuye la producción de esteres y ácidos grasos 
volátiles de cadena larga, lo que desencadena finalmente una fermentación malo-láctica. 
Esto afecta adicionalmente la habilidad de multiplicación de las células durante la fase de 
crecimiento y controla además la transición a la fase estacionaria (Taillandier 2007). 
 
El contenido de nitrógeno óptimo en la levadura Saccharomyces, por ejemplo, se 
considera el rango óptimo de 0,62 – 0,91 mg/g, en función de la cantidad de azúcar 
presente en el medio. Para mostos con concentraciones elevadas de azúcar la 
concentración óptima de nitrógeno está en un rango de 190 a 290 mg/l. No obstante cabe 
recalcar que la tasa de consumo de azucares depende más de la cepa empleada que del 
contenido de nitrógeno adicionado (Manginot 1998; Taillandier 2007). 
 
Otro factor a considerar en la adición de nitrógeno son los tiempos de adición ya que si 
se consideran desde la inoculación, el nutriente es metabolizado y usado para el 
crecimiento mismo de las levaduras, mientras que si es empleado al comienzo de la fase 
estacionaria, será usado como reactivador de las levaduras existentes (Cramer 2002), 
puesto que la presencia de amonio se asocia a la activación de la fosfo-fructoquinasa, 
enzima primordial en el inicio de la glucólisis (Manginot 1998).  
 Oxígeno 
Pese a que la producción de etanol se desarrolla dentro del proceso anaeróbico, la 
presencia de oxígeno permite el mantenimiento de la viabilidad celular al final de la 
fermentación. La adición de oxígeno busca mejorar la síntesis de biomasa, de modo que 
se incremente la tasa de fermentación, ya que es un factor importante en la síntesis de 
los lípidos constituyentes de la membrana celular y que influencian la velocidad general 
de la reacción (Sablayrolles 1996; Rosenfeld 2003). 
 
La célula emplea este oxígeno mas allá de la respiración mitocondrial; de allí que 
tecnológicamente se adicione durante la fase estacionaria, en busca de incrementar la 
tasa de fermentación sin afectar la población celular. No obstante un sobre-flujo de 
oxígeno puede desencadenar la generación de especies reactivas de oxígeno - ROS, 
que generarían la aparición de peróxido de hidrogeno H2O2 afectando por completo la 
calidad final del producto (Mateles 1971; Salmon 1998).  
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Se emplea en promedio una concentración de 5 a 10 mg/L, hacia el final de la fase de 
crecimiento, donde resulta ser de mayor aprovechamiento para las levaduras 
(Sablayrolles 1996). Puesto que una temprana adición puede afectar las concentraciones 
de alcoholes y ésteres, donde adicionalmente el desarrollo de procesos oxidativos puede 
afectar negativamente el producto, por descenso en el rendimiento y deterioro del aroma.  
 
De este modo, controlando la dosis y adición en la final de la fase de crecimiento de las 
levaduras, es posible combinar los efectos del nitrógeno y oxigeno para mejorar el 
rendimiento y velocidad de la reacción.  
 Vitaminas 
En cuanto a las vitaminas, suelen emplearse mezclas que incluyen biotina, tiamina, 
inositol y ácido pantoténico, esenciales para el desarrollo metabólico de la célula.  
Se ha encontrado que cuando se tienen bajos niveles de tiamina, y elevadas 
concentraciones de nitrógeno se genera un detenimiento de la fermentación (Sablayrolles 
2009). Del mismo modo la ausencia de procesos de la vía metabólica de la tiamina se 
asocian al incremento de sulfuro de hidrogeno dentro de la fermentación (Bartra 2010). 
1.2.3 Fermentaciones secundarias y subproductos 
Los metabolitos secundarios influyen directamente en las propiedades organolépticas del 
producto final. Y dado que presentan umbrales de percepción diferentes, su 
concentración influye en la percepción. Así por ejemplo, un compuesto con un umbral de 
percepción bajo puede influir significativamente en el desarrollo final del aroma, incluso si 
está presente en concentraciones pequeñas. 
 
Los alcoholes superiores, representan los componentes de influencia más abundantes en 
las características organolépticas, ya que sus umbrales de percepción son diez veces 
más altos que los de los ésteres y mil veces mayores que los diacetilos (Vanaclocha 
1998). Algunos de estos compuestos son: 1-propanol, alcohol isobutírico, 1-butanol, 
ácido isobutírico, ácido isovalérico, isobutirato de etilo, butirato de etilo entre otros (Mateo 
1991). Dentro de los compuestos volátiles se encuentran el acetaldehído, metanol,  
1-propanol, acetato de etilo, isobutanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, entre otros 
(Perez 1999).  
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La mayoría de los alcoholes superiores provienen del metabolismo de los aminoácidos, 
en los vinos se encuentran el 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, isobutanol, feniletanol y 
n-propanol. Las condiciones bajo las cuales se lleva a cabo la fermentación, el aumento 
de la temperatura de la fermentación y la oxigenación del mosto aumentan la síntesis de 
estos compuestos. Las cepas de levaduras utilizadas en la fermentación también influyen 
en la producción de estos compuestos (Hernández-Orte 2005; Garde-Cerdán 2008).  
 
Por otro lado, se sabe que entre los procesos bioquímicos naturales se encuentra el ciclo 
de Krebs, vía mediante la cual se degradan los azúcares en la fermentación alcohólica; 
así como también funciona el ciclo del ácido glioxílico, ciclos cuyos metabolitos son 
ácidos orgánicos (Ward 1989). Adicionalmente las levaduras pueden excretar ácidos 
cetónicos originados en la deaminación de los aminoácidos, luego que estos se han 
decarboxilado en aldehídos y reducidos en alcohol, mecanismo denominado ‘reacción 
Ehrlich’ (Ribéreau 2006). 
 
En cuanto a la síntesis de ácidos grasos, como se mencionó anteriormente, se presenta 
una relación con el metabolismo de carbohidratos desde la glucosa y Acetil-CoA, como 
principal precursor. Indirectamente la adición de nitrógeno afecta la composición del 
medio de adaptación de la membrana de las levaduras. Estos ácidos contribuyen a 
diferenciar entre el flavour “fresco” o desagradable, si se tienen en exceso, 
modificándose así la percepción de otras sensaciones en el producto final (Gallart 1997).  
  
 Fermentación maloláctica 
Denominada también fermentación lenta. Es una de las principales reacciones 
secundarias que se generan en la fermentación etanólica. El ácido málico presente, se 
convierte en ácido láctico por acción de bacterias lácticas. El láctico resulta ser un ácido 
más débil que el málico; por lo que su presencia incrementa el pH, por disminución de la 
acidez titulable y consecuentemente suaviza el sabor del vino (Maicas 2001; Liu 2002) . 
 
Las bacterias encuentran en el bajo pH de los mostos y del vino un medio adecuado para 
su crecimiento, aunque por las propiedades reductoras del mismo, las bacterias acéticas 
son destruidas; mientras que las bacterias lácticas pueden metabolizar los ácidos málico 
y tartárico, así como el cítrico.  
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En función de la concentración de ácidos del vino puede o no ser beneficioso que sean 
reducidos por acción bacteriana, por ejemplo, para vinos de elevado pH para evitar su 
deterioro, la disminución de este resulta adecuada, por ejemplo en pH 3,3 -3,4 los 
Leuconostocoenus fermentan el málico, mientras que los Pediococcus no, pero estos son 
acompañados por la formación de diacetilo e histamina, productos indeseables en 
consideraciones organolépticas (Liu 2002), de modo que son factores que deben 
controlarse cuidadosamente.  
 
Así mismo, mostos con pH inferiores a 3,2 pueden resultar no tan favorables para este 
tipo de fermentación, puesto que eso se relaciona con la presencia de bacterias acido 
lácticas, que junto con la presencia de azucares residuales, glicerol o el mismo láctico 
pueden formar ácido acético; y un elevado contenido de acidez inicial genera un baja 
velocidad de fermentación que detendría la producción, reduciendo los rendimientos del 
proceso y la calidad sensorial del vino final (Del Campo 2008).  
1.2.4 Inconvenientes en la fermentación 
Variaciones en las condiciones de trabajo determinan no sólo la efectividad del proceso 
sino la calidad del producto final. Drásticas modificaciones en la temperatura de proceso 
varía el desarrollo de la termo-tolerancia de las células, esto, modifica la síntesis de la 
mayoría de las proteínas celulares y el sistema de acumulación de trehalosa (Whiemken 
1990), componente que influencia la detención transitoria en la fase G1 del ciclo celular 
(Dickinson 2003; Folch-Mallol. J. 2004), que afecta directamente la velocidad de 
crecimiento celular y con esto los rendimientos y la productividad del proceso en general.  
 
Otro factor de estrés resulta ser la concentración de azúcares en el medio; así, si las 
células se desplazan a un medio de mayor presión osmótica pierden el agua del 
citoplasma de forma casi instantánea. Esto conduce a una reducción del volumen celular 
en función de la osmolaridad del medio. Una reducción al 35 por ciento del volumen de 
células de partida puede esperarse al exponer las células a una solución al 5 OSM NaCl, 
por menos de 0,5 minutos (Morris 1983).  
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Esto es parcialmente compensado por la transferencia de agua de la vacuola, pero todo 
el proceso lleva a una disminución o abolición de la presión de turgencia de la membrana 
de la pared celular. El daño celular que se produce después del estrés osmótico no se ha 
documentado con claridad, aunque hay indicios de que los componentes de la membrana 
plasmática pueden generar un desmontaje del citoesqueleto de actina (Hohmann 1997), 
imposibilitándose el restablecimiento de las funciones celulares.  
 
Por otro lado, en condiciones de alta salinidad solutos como la trehalosa pueden ser 
importantes, debido a una superposición entre los efectos fisiológicos del estrés salino y 
otras condiciones perjudiciales, como el shock de calor, el estrés oxidativo, y la habilidad 
de la trehalosa para proteger estructuras celulares como las membranas (Erasmus 2003; 
Folch-Mallol. J. 2004; Bartra 2010). 
 
Finalmente la concentración de alcohol también afecta el funcionamiento celular, pues la 
composición lípidica de la membrana celular de la levadura, se relaciona directamente 
con la tolerancia al etanol, ya que a medida que se incrementa su concentración, se 
modifica esta composición, variando su polaridad, de modo que la hidratación de la 
superficie de los grupos hidrófilos de la superficie de las membranas, afecta la función de 
transporte de nutrientes y productos, de la membrana. Por lo tanto para una 
concentración por encima de 15 g/l, incrementaría la permeabilidad de la membrana de 
manera tal que generaría la muerte celular (Morris 1983; Boudarel 1984; Anslow & 
Stadford 1996). 
1.2.5 Consideraciones finales de proceso 
Luego de terminar el proceso fermentativo, el producto obtenido puede presentar turbidez 
y sólidos suspendidos, producto de la precipitación de ciertas pectinas presentes en la 
composición del mosto. Las uvas viníferas, aunque posee menos contenido que la 
cáscara de los cítricos y de pomáceas, fuentes tradicionales de pectinas (Carbonell 
1990), presentan un aporte importante de pectinas (Hidalgo 2002), donde las pectinas de 
la pulpa duplican en contenido a las pectinas de la piel (Vidal 2001). 
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Por esta razón debe generarse un sistema de ajuste posterior al proceso de 
fermentación, que se centra en la clarificación del producto final, a continuación de esto 
se  realizan diferentes adecuaciones en busca de mejorar las condiciones organolépticas, 
ya sea por el conocido añejamiento o por estabilizaciones propias de la industria 
vitivinícola (Amerine 1967).  
 
 Clarificación 
La turbidez de los vinos nuevos es natural, debido a la presencia de pectinas y 
sustancias mucilaginosas procedentes de la uva, que facilitan la permanencia en 
suspensión de los componentes que enturbian; para la destrucción de pectinas suelen 
emplearse complejos enzimáticos de pectinasas que facilitan la filtración y aceleran la 
clarificación.  
 
La operación de clarificación se da principalmente por la propiedad de floculación de los 
coloides que se forman tras la consecución del punto isoeléctrico entre los productos 
nitrogenados superiores que se emplean (proteínas, albuminoides, gelatinas) y la carga 
opuesta con la que cuentan los taninos del vino que gracias a las sustancias minerales y 
la acidez del medio, forman agrupaciones de elevado tamaño, englobando las partículas 
suspendidas que terminan por flocular y depositarse. Esto requiere la aplicación de 
métodos fiscos de clarificación que además den brillo al producto final. En general se 
emplea la centrifugación con el fin de forzar la caída de sustancias gruesas en 
suspensión y se completa el proceso con una filtración que afina el vino, donde se 
emplean tejido como lonas en equipos tipo prensa (Boulton 1996).  
 
En los vinos tintos se emplea gelatina en dosis de 10-15 g/Hl, así como caseína que 
flocula por acción de los ácidos, en dosis de 5-20 g/Hl, en vinos blancos suele emplearse 
cola de pescado. No obstante en la actualidad, la bentonita es empleada con mayor 
frecuencia debido a su indiscutible eficiencia, aunque es básicamente un material de 
estabilización que termina empleándose como clarificante.  
 
La bentonita es un material arcilloso, de buenas propiedades coloidales y gran área 
superficial que en vinos permite la eliminación de material albuminoide, floculación de 
partículas, eliminación de proteínas, del material coloidal proveniente de los taninos 
(Sablayrolles 2009). 
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 Estabilización 
Finalmente se busca eliminar la turbidez del producto y asegurar que a futuro no se 
presentaran nuevas precipitaciones o enturbiamientos. En primer lugar se provoca 
artificialmente el enturbiamiento y posterior a esto se genera una precipitación a la que 
sigue un sistema de filtraciones y clarificaciones. Esto se realiza por diferentes técnicas 
entre las cuales se consideran estabilizaciones por frio y por calor, así como el uso de 
goma arábiga, resinas de intercambio iónico, ácido metatartárico e incluso la aplicación 
de sistemas de estabilización biológica (Ribéreau 2006).  
1.3 Composición del vino  
La composición del vino tiene al agua como componente básico, pues representa un 80-
90 % del volumen, y al alcohol como elemento representativo, con una concentración de 
10-14 % p/v; pero son las sustancias disueltas o en suspensión, las que hacen compleja 
la composición del vino, pues representan alrededor de 500 compuestos, provenientes 
en su mayoría de la uva y del proceso fermentativo, donde se reconocen compuestos 
fenólicos, ésteres, alcoholes superiores, compuestos nitrogenados, así como ácidos 
orgánicos y ácidos grasos volátiles (Leighton 2000); los que son parte decisiva del 
desempeño de cualidades propias del vino, como estabilidad, aroma o transparencia, y el 
denominado bouquet. 
 
 Alcoholes  
El alcohol etílico es el producto principal de la fermentación alcohólica resultado de la 
hidrólisis de los glucósidos del sustrato. Es además un buen solvente de componentes 
volátiles, de ahí la importancia que ciertas sustancias pueden tener en las características 
finales de un vino, pese a las bajas concentraciones en las que puedan presentarse. 
(Hinohara 1976). Sin embargo hay que reconocer que el umbral de detección, 
determinado según algunos autores alrededor de 0,0004 - 0,0052 g/100 ml, ésta en 
relacionado también con concentración de azucares y ácidos en el medio.  
 
Se considera en general que concentraciones inferiores a 300 mg/L, contribuye a un 
buen desarrollo sensorial, por el contrario al sobrepasar concentraciones de 600 mg/L 
alcoholes como hexanoles, alcohol bencílico o isoamílico, desarrollan notas oxidadas y 
amargas en el sabor final del producto, modificando la calidad del vino (ICONTEC 2001). 
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 Alcoholes superiores 
En general se reconocen los alcoholes propanol, butanol, pentanol y hexanol, presentes 
generalmente en trazas y representados en mayor proporción en el compuesto isoamil y 
etilpropanol. Importantes no solo por su aporte sensorial en cuanto a aroma del vino sino 
también por su acción solvente que influencia la dilución de sustancias volátiles 
responsables de olores característicos (Hinohara 1976; Perez 1999). 
 
La concentración en el producto final depende directamente de las condiciones oxidativas 
durante la fermentación y el nivel de aireación que se proporcione. Existe además una 
relación con la presencia de sólidos suspendidos en el medio y el tipo de levadura 
empleada, que puede o no beneficiar la generación de estos compuestos (Raspor 2006).  
 
 Alcohol metílico 
No es un producto típico de las fermentaciones pero es derivado de la hidrólisis natural 
de las pectinas, por lo que se encuentra principalmente cuando se incluyen las pieles de 
las frutas en la fermentación, de allí que los considerados licores de fruta presenten 
mayores concentraciones de este alcohol. Y puede incrementarse su presencia en 
bebidas destiladas. En términos sensoriales se reconoce la influencia que ejerce sobre 
las elevadas sensaciones frutales de los diferentes metil-ésteres  (Ribéreau 2006).  
A nivel de salubridad está claro que la presencia de este alcohol es perjudicial para la 
salud del consumidor, por lo que su presencia se limita al valor de 300ppm (ICONTEC 
2001). 
 
 Glicerol 
El 1,2,3-propanotriol, conocido también como glicerina, es un alcohol simple con 
diversidad de usos en la industria cosmética, farmacéutica, así como alimenticia y textil. 
Se le confiere la propiedad de dar un gusto dulce y la apariencia oleosa que se asocia al 
cuerpo del vino. Se reconoce un aporte de 0,38-0,44% (Ward 1989), sin embargo una 
excesiva producción puede afectar el rendimiento general del proceso ya que puede 
retardar la producción de etanol. 
 
El glicerol, se presenta como subproducto en las fermentaciones de levaduras, 
sintetizado a partir de un intermedio glicolítico que por acción de las enzimas fosfato 
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dihidroxiacetona, glicerol3-fosfato-deshidrogenasa y glicerol3-fosfatasa, forma un 
complejo de acetaldehído con iones de bisulfito, en función del nivel de conversión puede 
que el aldehído empleado (Wang 2001).  
 
La producción de glicerol se favorece en cultivos con pH cercanos o superiores a 7, bajo 
el uso de levaduras osmo-tolerantes (Rehm 1988). E incluso en procesos a bajas 
temperaturas y altas concentraciones de tartárico, así como por la adición de dióxido de 
sulfuro.  
 
 Acidez 
A parte del alcohol, la acidez del vino tiene una gran influencia en su sabor, 
constituyendo una característica esencial, acidez que proviene en parte del mosto y parte 
originados en las fermentaciones. 
 
En general se distinguen tres conceptos diferentes, acidez total, volátil y fija.  
La acidez total se refiere a la acidez titulable, que busca incluir todos los ácidos 
presentes en el vino; ésta se encuentra en el orden de 5 g/L expresado como tartárico o 
3,25g/L expresada como sulfúrico; el pH por su parte se sitúa en un rango de 2,5 – 4,0. 
La acidez volátil se refiere a los ácidos que se desprenden del vino por destilación  y que 
son valorados en el destilado, siendo en su mayoría acético, y considerándose 
concentraciones superiores a 1g/l como desfavorables para la calidad final del vino 
(Amerine 1967). 
 
Finalmente la acidez fija se obtiene por diferencia de estas dos; así que se refiere a los 
ácidos contenidos en el vino, tales como: tartárico, málico y cítrico; mas los generados 
como el succínico y láctico. Componentes que influyen en color, el desarrollo sensorial de 
aromas y sabores y facilitan además la clarificación; por lo cual es conveniente contar 
con concentraciones superiores a 5 g/l (Fleet 1994).  
 
Cuando se tiene una acidez inferior, se ajusta mediante la adición de ácido tartárico o 
cítrico, este último puede ser atacado fácilmente por bacterias acido-lácticas. Y aunque la 
adición de tartárico puede afinar el sabor del vino, un exceso de éste precipita en sales 
de bitartrato potásico que afectan la osmolaridad del medio (Lamikarra 1997). 
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Ácidos presentes en los vinos 
En primer lugar hay que mencionar la funcionalidad de los ácidos en el proceso, y sobre 
todo en las características finales del producto influencian directamente en el color, el 
aroma y el nivel de turbidez, además los ácidos presentes actúan como agentes 
antimicrobianos durante el proceso. (Ribéreau 2006).  
 
Ácido tartárico   
Su concentración en vinos se sitúa entre 2-5 g/l. Es el más abundante en los vinos y el 
único que no tiene disociadas todas sus funciones acido, con lo que influye 
principalmente en el establecimiento el pH. Adicionalmente las funciones alcohol 
permiten formar complejos con metales pesados como cobre, hierro. Esto permite que en 
presencia de iones ferrosos se oxide, lo que da lugar a los fenómenos de añejamiento y 
oxidación. Se ha demostrado que en un ambiente de pH 3,0 se forma el acido dihidroxi-
fumárico o dihidroxi-maleico agentes reductores que continúan la oxidación a acido 
dioxo-tartárico y finalmente a ácido oxálico (Ming-Yu 1995). 
 
Su degradación bacteriana puede darse por la presencia de Candida my coderna, que a 
la vez lo oxida; también es degradado por Rhodoturula glutinis y Cryptococcus laurentii, 
levaduras no esporuladas formadoras de velos. Por otro lado, bacterias acido-lácticas al 
destruirlo producen una alteración microbiana denominada ‘tourne’ que en todos los 
casos deteriora la calidad del vino final (Ribéreau 2006). 
 
Acido málico 
Su concentración está entre 0-5 g/l. De característico sabor áspero (verde). Se degrada 
en altas temperaturas de maduración; Se descompone también a ácido láctico por acción 
de bacterias acido lácticas. En la industria se induce esta fermentación para disminuir su 
contenido, mejorando con ello el sabor y reduciendo la acidez final del producto 
(Ribéreau 2006).  
 
Ácido cítrico  
No es un compuesto que abunde naturalmente y no se produce por el proceso principal 
de la fermentación. Además se degrada con la misma facilidad que el málico para 
generar más acidez volátil (Perez 1999; Ramirez Niño 2006). Por esta razón se limita su 
concentración a un contenido máximo de 0,5 g/l. 
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Por otra parte están los ácidos producidos durante la fermentación, caso del acético, 
láctico y succínico; el ácido acético se produce en la mayor parte de las alteraciones 
microbianas y resulta ser menos fuerte que el tartárico; así que cuando intenta ser 
neutralizado con carbonato de calcio, no se destruye antes que el tartárico.  
El ácido acético aparece al comienzo de las fermentaciones alcohólicas, desapareciendo 
posteriormente al reducirse en alcohol, dependiendo del tipo de levadura empleada y el 
pH del medio (Zoecklein 2001). 
 
El ácido succínico por su parte es el que provoca mayor sensación gustativa y resulta de 
difícil ataque por las bacterias; mientras que el ácido láctico es generado por alteraciones 
bacterianas en vinos que han presentado insuficiente aireación o exceso de temperatura; 
adicionalmente como ya se mencionó es producido en la fermentación malo-láctica 
(Maicas 2001; Ribéreau 2006).  
 
 Compuestos fenólicos 
La cantidad y calidad de polifenoles en la uva depende principalmente de la variedad de 
la vid, del clima, del terreno y de las prácticas de cultivo (Cozzolino 2004).  Los 
principales constituyentes fenólicos del vino con capacidad antioxidante son: derivados 
de ácidos fenólicos, ácidos cinámicos y tirosina; estilbenos, flavonoides y procianidinas; 
compuestos que contribuyen a las propiedades organolépticas como color, percepción en 
la boca y aroma (Leighton 2000) 
 
La concentración total de compuestos polifenólicos en el vino varía entre 1,80 y 4,06 g/L 
equivalentes en ácido gálico, con un promedio de 2,57 g/L para vino tinto, y de 0.24 g/L, 
para vino blanco (Leighton 2000), diferencian basadas en el proceso de producción del 
vino tinto que emplea la piel y las semillas de la uva (Pyrzynska 2009). 
 
Entre los compuestos más representativos se encuentra la catequina y el ácido gálico, 
proveniente principalmente de la hidrólisis de ésteres de flavonoides, presentes en la piel 
de la uva. En cuanto a las antocianidinas, cianidina y malvidina, responsables del color, 
sus concentraciones son altas en el vino tinto, con rangos de 0-7 mg/L y 0-90 mg/L y en 
lo referente a  flavonoles, (miricetina y quercetina), en vinos tintos se contemplan valores 
entre 4,6 y 41,6 mg/L.  
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Estos flavonoles están asociados al contenido de glicósidos de quercetina acumulados 
en la piel de las uvas negras, por lo tanto, los vinos provenientes de uvas negras de piel 
gruesa con una alta proporción de piel en relación con su volumen, presentan una 
creciente acumulación de flavonoles (Cozzolino 2004).  
 
 Compuestos nitrogenados 
Se reconocen de otro lado, las sustancias nitrogenadas, que forman parte de las 
proteínas, polipéptidos y aminoácidos, que se encuentran en cantidades de 1 a 3 g/l, son 
de gran importancia en la nutrición de las levaduras y pese a no influir en el sabor del 
producto final, pueden producir turbidez al final del proceso. 
 
En general deben adicionarse al mosto de fermentación para dar soporte nutricional a las 
levaduras de la fermentación, puesto que generalmente existen deficiencias de nitrógeno, 
se agrega generalmente fosfato de di-amonio (DAP), en una concentración aproximada 
de 140 mg/L (Bely 1990). Esto influye directamente en los grupos volátiles, debido al 
catabolismo de los aminoácidos a keto-ácidos y sus respectivos alcoholes, con lo que se 
evidencia cambios de los compuestos volátiles que influencia el bouquet del vino.  
 
Según recientes estudios se ha encontrado una correlación entre la síntesis de 
componentes como glicerol, etil-acetato y acetaldehído y el elevado consumo de amonio; 
además de una relación directa entre la adición de aminoácidos al mosto de fermentación 
y la reducción del contenido de 2-feniletanol, metionol e isoamil alcohol y el incremento 
de ácido propiónico, y el isobutanol (Hernández-Orte 2005). Otros estudios muestran la 
relación inversamente proporcional de la adición de nitrógeno como aminoácido, con la 
formación de dietil-succinato y etil-3-hidroxibutirato (Cramer 2002; Garde-Cerdán 2008). 
 
 Compuestos de importancia organoléptica 
En la producción de bebidas alcohólicas debe controlarse la fermentación de manera que 
se asimilen adecuadamente los nutrientes y carbohidratos para que sean convertidos en 
alcohol y compuestos aromáticos característicos deseables, minimizando la aparición de 
compuestos indeseables.  
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Los componentes más importantes que colaboran en el sabor y aroma están 
relacionados con alcoholes superiores, como el alcohol amílico, isoamílico y el 2-
fenoetanol. Esteres como el acetato de etilo contribuyen al desarrollo del penetrante 
aroma afrutado, así como el acetato de isoamilo y formiato de etilo (Sablayrolles 1996). 
 
Por otro lado el acetaldehído se produce como compuesto intermedio en altos niveles si 
se emplean altas dosis de levaduras en el proceso o se hace una excesiva aireación. Sin 
embargo este compuesto se genera también por descarboxilación oxidativa y por 
presencia de Lactobacillus que reducen compuestos como diacetilo y pentano2,3 diona 
(Varela 2004; Garde-Cerdán 2008).  
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1.4 Miel como sustrato de fermentación 
La hidromiel es una bebida fermentada a partir de la dilución de miel en agua, que 
alcanza un contenido de 8-18 %v/v de etanol (Mendes-Ferreira 2010). Su descubrimiento 
data desde hace más de 7000 años (Motura), según reportes tanto en la civilización 
Egipcia, China, Iraní así como Persa e India. En efecto el vino de miel era una bebida 
considerada como el néctar de los dioses, por emplearse solo en rituales y ceremonias 
por los efectos mágicos y curativos atribuidos (Rodriguez 2005),(A.Ragauskas and 
R.Ragauskienė.).  
 
Actualmente el hidromiel se reconoce como bebida nacional tanto en países de Europa 
del este, cercano oriente y este de Asia; regiones donde no solo se ha mantenido la 
tradición si no que se manejan procesos industriales estandarizados que emplean mieles 
diferenciadas y cepas especificas para la obtención de productos más elaborados.  
1.4.1 Miel 
La miel como producto primario de la colmena debido a sus características no solo 
nutricionales sino terapéuticas se empleó en la antigüedad como símbolo de diferentes 
actividades culturales y religiosas (Crane 1980; OJEC 2002), sin embargo en la 
actualidad aunque es reconocida por las propiedades funcionales atribuidas, es definida 
como un alimento, “…producido por abejas a partir del néctar de las flores o de la 
secreción de partes vivas de plantas o de excreciones de insectos chupadores de plantas 
en las partes vivas de las plantas, que las abejas recogen, transforman y combinan con 
sustancias propias, almacenan y dejan en el panal de miel para madurar.”(Ministerio de 
la protección social 2010)  
 
En términos composicionales, la miel se identifica como una solución sobresaturada de 
azucares, los cuales constituyen alrededor del 80-90% de la composición total; siendo 
fructosa y glucosa los azucares predominantes, mientras que el contenido en 
disacáridos, como sacarosa y maltosa representa un 5-10 %p/p, donde se incluye a su 
vez carbohidratos como turanosa, isomaltosa, maltulosa y maltosa (Codex Alimentarius 
Commision Standards 2001).  
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El siguiente factor composicional de importancia es la humedad, la cual está en un rango 
17 a 20 % de la composición total de la miel (White 1975). Esta propiedad a su vez afecta 
la composición restante, comprendida por componentes minoritarios tales como 
minerales, vitaminas, fenoles y ácidos; donde estos últimos a pesar de comprender tan 
solo el 0,5 % de la composición de la miel, son determinantes en la clasificación por 
origen botánico y en su aporte en las propiedades funcionales de la miel, ya que la 
acidez asociada es uno de los factores que contribuye tanto a la determinación del 
flavour como en la estabilidad frente a microorganismos y mantenimiento de las 
reacciones químicas, factores importantes en la actividad antibacterial y antioxidante 
atribuida a la miel (OJEC 2002). 
 
Por otro lado, en cuanto a las propiedades funcionales atribuidas, se considera tanto la 
actividad antioxidante como antibacterial, relacionadas con el contenido de ácidos y 
compuestos fenólicos asociados, así como con el nivel de peróxido de hidrogeno y 
componentes como lisozima, ácidos fenólicos y flavonoides, respectivamente (Weston 
2000).  
 
Estos últimos compuestos ofrecen una acción contra bacterias gram positivas y 
negativas, según la respuesta antagónica que presenta la miel frente a la actividad 
patógena de agentes como: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y 
Staphylococcus aureus (Willix 1992); acción que no ha sido comprobada frente a 
levaduras y hongos, ya que es común encontrar mieles fermentadas por acción natural, 
proceso debido principalmente al incremento en la humedad, lo cual además de acelerar 
la cristalización, modifica la actividad acuosa y la presión osmótica propiciando el 
crecimiento de diferentes levaduras, que generalmente conllevan la producción de 
alcohol y ácidos orgánicos como el acético, succínico y hasta láctico, lo cual modifica las 
propiedades fisicoquímicas y sensoriales de la miel. 
 
 Azúcares en la miel 
Como fuente de carbono para la fermentación en la miel, dentro de la composición de 
azúcares de la miel, los monosacáridos fructosa y glucosa se presentan en mayor 
concentración (Persano 2004). Sin embargo la relación en la que se encuentran en la 
miel, depende del origen floral y geográfico. Se ha reportado en mieles brasileras un 
28 Evaluación de la fermentación alcohólica para la producción de hidromiel 
 
contenido de 25 hasta un 40% más de fructosa y glucosa que por ejemplo algunas mieles 
españolas, las cuales tienen un contenido promedio de fructosa de 317 mg/g de miel y 
303 mg/g de aporte en glucosa (Da Costa Leite. 2000; Nozal 2003). 
 
En cuanto al contenido de disacáridos, el de mayor importancia es la sacarosa, 
composición que según el Codex europeo se encuentra alrededor del 5-10 %p/p (Codex 
Alimentarius Commision Standards 2001). Se presenta además pequeños aportes de 
turanosa, isomaltosa, maltulosa y maltosa, en donde, un alto contenido de este último 
puede indicar adulteración por jarabe de azúcar o almidón hidrolizado (Cotte 2003). 
 
 Nitrógeno en la miel 
El nitrógeno total en la miel, procedente del material vegetal y de las propias abejas, es 
bajo y variable, su contenido medio es de 0.04 % la composición de la miel, con valores 
extremos entre 0 y 0.13 %, que varían en función del tipo de miel. Este aporte de 
nitrógeno se distribuye principalmente en aminoácidos libres, de los cuales la prolina, 
constituye entre el 50 y 85 % de la fracción amino-ácida, seguida por la lisina (White 
1975).  
 
Es importante identificar como las características botánicas y geográficas influyen en el 
contenido de estos aminoácidos; según un estudio desarrollado en el Instituto de 
Merceología de la Universidad degli Studi, en Italia muestra un análisis realizado sobre 
57 mieles argentinas importadas donde el contenido de prolina se encuentra en un rango 
de 195,5 a 653,0 mg/kg, indicando que la baja concentración podría deberse a 
tratamientos térmicos inadecuados y/o almacenamientos prolongados (Lungo 1993). Por 
otro lado trabajos desarrollados en España sobre mieles del país vasco muestran 
concentraciones medias de prolina de 812 mg/kg (rango 340-1322 mg/kg) valores 
similares a otros distritos del mismo país (Sancho 1992). 
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 Microorganismos en la miel 
Aunque la miel presenta una actividad antibacterial catalogada muchas veces como 
medicinal, debido a la alta concentración de sólidos que controla el crecimiento 
bacteriano. Se presenta un contenido apreciable de microorganismos proveniente de la 
misma contaminación de las abejas y por la influencia de factores externos durante la 
extracción y el almacenamiento.   
 
Dentro de la flora microbiana presente en la miel se encuentran bacterias del genero 
Bacillus tanto en estado esporulado como vegetativo, que en general no tienen efectos 
negativos sobre la miel, aunque pueden detectarse en algunos casos especies como 
Bacilluslarvae y alvei (Finola 2007).   
 
La presencia de hongos y mohos por su parte, está asociada al contenido intestinal de 
las abejas, y del ambiente, reconociéndose entre ellos géneros como Aspergillus, 
Chaetomium, Penicillium, Peyronelia y Mucor (Gilliam and Prest 1978), existiendo así 
mismo la posibilidad de contaminación a partir de hongos del tipo Acosphaeraapis (Orden 
Acosphaerales), además de la acción de Acosphaeramajor (Salamanca 2001). 
 
Las levaduras, son del tipo osmófilo, pertenecientes al género Saccharomyces, siendo la 
más frecuentes Saccharomices bisporus variedad Mellis, y Saccharomices rouxii, 
Saccharomices bailii variedad osmophilus. Flora introducida por la abeja en la colmena, 
con el néctar, polen o mielato, o por las mismas abejas durante las operaciones de 
limpieza, al vehicularlos sobre o dentro de su organismo; de modo que son un indicativo 
del manejo general del apiario, por lo cual se ha establecido por parte de la MERCOSUR 
un límite máximo de 102 UFC/g para el conteo de hongos y levaduras (Finola 2007).   
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1.5 Hidromiel 
La miel, debido a su alta osmolaridad resulta un medio inapropiado para el crecimiento 
de microorganismos, pero al incrementar su actividad acuosa, pueden alcanzarse valores 
propicios para el crecimiento de levaduras (White 1975), generándose fermentaciones 
espontáneas que se asocian al deterioro en la calidad de la miel, puesto que se modifica 
tanto el sabor como el aroma y la apariencia de la miel, debido entre otras cosas a la 
generación de diferentes ácidos y espuma que modifica la apariencia del producto.  
 
Sin embargo si este proceso se hace de forma controlada empleando levaduras 
especializadas para la fermentación alcohólica, no representa un deterioro en la calidad 
de la miel, por el contrario, significa el desarrollo de un producto que añade valor a toda 
la cadena apícola. 
 
En primer lugar se identifica el hidromiel tradicional como una bebida compuesta 
básicamente por una mezcla de agua y miel junto con las levaduras que llevan a cabo la 
fermentación.  No obstante se reconoce unas variantes, como por el ejemplo el 
denominado ‘melomel’ que consiste en un hidromiel saborizado con frutas, y en función 
de la fruta empleada puede tomar otra denominación: ‘Cyser’, cuando se emplea 
manzana, ‘pyment’ cuando saboriza con uva; cuando se incluyen cereales tales como 
cebada malteada y lúpulo se conoce como ‘braggot’ o ‘bracket’.  Por otro lado, en casos 
donde se incluyen sabores como lavanda, vainilla o jazmín el hidromiel se reconoce 
como ‘methelglin’. Estos saborizantes buscan otorgar un diferente bouquet al producto 
final, del mismo modo que sucede con la modificación en el tipo de miel utilizada, 
análogo con los vinos de uva, donde diferentes variedades generan diferentes 
características organolépticas (A.Ragauskas and R.Ragauskienė.) 
 
1.5.1 Consideraciones en la producción de hidromiel 
Se reconocen tres etapas generales en la obtención de hidromiel. Se inicia con el 
aseguramiento de un medio de crecimiento adecuado para la levadura de fermentación, 
que no represente estrés alguno por alta presión osmótica o baja concentración de sales 
minerales, y con control de su flora natural de manera que no haya competencia con las 
levaduras de fermentación (Bertello 2001).  
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En función de los diferentes procesos desarrollados en cada región, se define al sustrato 
inicial como una dilución de miel en agua, se emplean diluciones con contenidos de 
sólidos de 19 a 21 ºBx. Esta solución es enriquecida con sales de amonio, generalmente 
fosfatos y sulfatos de manera que se aporte los nutrientes básicos al medio (Lorenzo).  
El pH es otro factor que debe ajustarse, generalmente alrededor de un valor de 3.8 lo 
cual se hace adicionando ácidos como cítrico o tartárico (Sroka 2007), aunque la miel 
suele no tener inconvenientes puesto que su intervalo de pH va de 3,5 hasta 4,2.  
Luego de acondicionar el mosto, debe esterilizarse de modo que se asegure un medio 
inocuo para el correcto funcionamiento de las levaduras (Navrátil 2001), las cuales se 
adicionan cuando la temperatura del sustrato está alrededor de los 30ºC. No obstante 
este tratamiento térmico puede influir en la perdida de aromas por lo cual se contemplan 
operaciones de sulfitado y ultrafiltración que se encuentran actualmente en estudio 
(Ribéreau 2006). 
 
Con el mosto acondicionado se espera una transformación de los azúcares de la miel en 
alcohol etílico y dióxido de carbono por medio de la adición de levaduras, que para el 
caso específico suelen ser del género Saccharomyces. Generalmente las células 
adicionadas deben inocularse de modo que se asegure una viabilidad celular mínima de 
2,0*106 UFC/ml, donde se considera que se encuentran en la fase logarítmica de su 
crecimiento (Zoecklein 2001), lo cual se desarrolla en medios YPD, que contienen 
alrededor de 2% de glucosa, 1% peptona y 0,5% de extracto de levadura, luego las 
células deben activarse en un sustrato enriquecido en un 5 a 10% más que el sustrato de 
fermentación, para luego inyectarse con aire esterilizado durante un periodo de 10 a 
15min (Navrátil 2001).  
 
Finalmente la fermentación se desarrolla por un mínimo de 72-86 horas a 30 ºC (Ilha 
2000), donde en las primeras 36 h suele apreciarse un crecimiento exponencial que se 
estabiliza hasta alcanzar una concentración de hasta 14-16 % de etanol que no presenta 
mayor variación luego de 180h (una semana). Esta operación debe controlarse 
adecuadamente puesto que la composición de la miel puede modificar comportamientos 
del metabolismo de las levaduras, donde se pueden generar cambios en el desarrollo de 
la acidez o la producción de subproductos como ésteres (O'Connor-Cox. 1991), que 
cambian la calidad organoléptica y alteran el proceso de fermentación en general. 
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Luego de alcanzar un adecuado rendimiento en el proceso y una concentración superior 
a los 8-10 % v/v de etanol se detiene la fermentación y debe asegurarse la obtención de 
un producto clarificado para lo cual puede emplearse sustancias como bentonita de sodio 
(0,3 g/l) o procesos de sulfitado ( SO2 a 6% v/v ó 1 ml/L a 67ul/L) (Pereira 2009). 
1.5.2 Aspectos fisicoquímicos 
Existen diferentes aspectos a considerar en el análisis de hidromiel, por un lado en 
función de los ingredientes empleados, ya que se ha encontrado que el color de la miel 
influencia no solo en el contenido de fenoles totales que se relaciona con la actividad 
antioxidante atribuida; si no que además implica un mayor contenido de fuentes 
nutricionales a las levaduras, dado que el aporte dado por el polen es mayor e implica 
mejores contenidos de nitrógeno, caso de las mieles de trigo sarraceno (alforfón –
buckwheat), que presentan mejor productividad frente a mieles claras (Pereira 2009).  
 
Otro factor de importancia relacionado con el acondicionamiento del sustrato, radica en el 
control tanto de la concentración de azúcares como de la acidez del medio, puesto que la 
concentración de azúcares es un factor determinante en la productividad y rendimiento 
de las levaduras, de allí que generalmente se manejen diluciones de 21ºBx como 
máximo.  
 
Se ha demostrado que frente al estrés osmótico se reduce la conversión de acetaldehído 
a etanol, esto dirige la producción hacia ácido acético, que a su vez reduce la síntesis de 
glicerol. Adicionalmente cuando se tienen altas concentraciones de miel en relaciones 
1:2, por ejemplo, la síntesis de fórmico se incrementa, lo cual implica desarrolla la acidez 
volátil por encima de 1,4g/l donde se disminuye la velocidad general de la reacción. 
 
No obstante, se reporta el empleo de soluciones acuosas de miel en relaciones 1:0,5 y 
1:1, sin embargo estos hidromieles llevan más años de proceso y maduración, y 
contemplan sucesivos trasiegos que permiten controlar la concentración a lo largo del 
proceso (Sroka 2007).  
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Adicional al control de azúcares en el medio, el control en la acidez es también 
importante ya que la generación de ácido acético y succínico, influye en la disminución 
de la velocidad de fermentación, ya que su carácter antiséptico modifica el 
funcionamiento de las levaduras. De igual manera que sucede con las partículas no 
disociadas de ácidos carboxílicos como octanoico y decanoico (Sroka 2007), que 
intervienen en la bioquímica del proceso y al ser generados en el proceso influyen 
directamente en la posibilidad de una interrupción de la fermentación, debido a la 
formación de succínico, el cual, por acción antiséptica de sus compuestos disociados, 
como los ácidos octanoico, decanoico y acético, actúan como activadores de enzimas 
que frenan el crecimiento de las levaduras y que además modifican el flujo de protones 
en la célula, por la intensificación en la salida de aminoácidos de la célula (Fleet 1994).   
 
Efectos similares, pueden generarse con las cadenas de ácidos grasos presentes en las 
diferentes especies botánicas que puedan incluirse en la formulación del hidromiel, caso 
de las bebidas etíopes, que con la adición de plantas nativas reducen la fase de 
crecimiento, reduciendo con esto el rendimiento de biomasa y genera una predilección en 
la producción de acético sobre la generación de etanol  (Anslow & Stadford 1996). 
 
Por otro lado, en lo que refiere a los compuestos volátiles del producto, se identifica en 
primer lugar, que en los compuestos predominantes de la miel se encuentra naturalmente 
benzaldehído, que durante la fermentación forma 1,3.butanodiol y 2,3-butanodiol, cuya 
concentración no varía sustancialmente a lo largo del proceso. El fenil-alcohol 
(2feniletanol) que contribuye con el aroma final del producto, se genera tanto en la 
fermentación como durante el envejecimiento, debido a la desaminación oxidativa de la 
fenilalanina (Ilha 2008). 
 
En cuanto a los esteres, el citrato de etilo se presenta en elevado contenido, aun mayor 
que en el vino, debido probablemente a la concentración de ácido cítrico presente en las 
mieles (Zoecklein 2001).  Adicionalmente, la miel presenta naturalmente derivados 
furánicos, de la descomposición de mono-sácaridos en medio ácido, cuya concentración 
se incrementa progresivamente con el almacenamiento y la exposición a tratamientos 
térmicos, que modifican en cierta medida el perfil aromático del producto fermentado 
(Muñoz 2007), así como las lactonas que generalmente son aportadas por la madera de 
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los barriles de añejamiento, y determinan el aroma final del producto, ya que 
dependiendo de su concentración pueden otorgar aroma a madera o coco (Mateo 1991; 
Ibarra 2010). Este envejecimiento en barricas aporta a su vez ciertos aldehídos como 
vainillina, cuando se refiere a madera de roble tostado, ya que al igual que en el vino se 
sabe que durante el secado de estos barriles el contenido de taninos disminuye, pero si 
el proceso es natural, la forma cis de la metil-octalactona permanece, mientras que por 
un secado forzado es la forma trans, menos aromática la que se mantiene (Mendes-
Ferreira 2010), (Sroka 2007). 
1.5.3 Panorama general 
Como se ha mencionado, Europa y Asia representan un área central en el comercio y 
difusión de hidromiel y por ende han desarrollado elaborados procesos, así como 
diferentes investigaciones para el mejoramiento del proceso tradicional, de manera que 
se estandarice la calidad final, se eliminen los inconvenientes con la generación de  
off-flavours asociados a la respuesta de las levaduras frente al stress por osmolaridad y 
deficiencia de nutrientes, y se disminuyan los tiempos de producción incrementando la 
productividad y rendimiento. 
 
En la actualidad se realizan estudios con cepas nativas, donde se centran esfuerzos en 
el aislamiento de levaduras propias de la miel, para evaluar su productividad frente a 
cepas comerciales (Teramoto 2005; Ilha 2008). Este proceso desarrollado con levaduras 
nativas obtuvo una concentración de 16,5% de etanol frente a 17,5% que genera una 
cepa comercial. Pese a que no existió una utilización efectiva de los azúcares 
fermentables, ya que la concentración de azúcares reductores final es 7 mg/ml. mayor 
que en células comerciales este estudio ha despertado nuevas ideas alrededor del 
aprovechamiento de las características que levaduras nativas pueden proporcionan al 
hidromiel final (Navrátil 2001; Ilha 2008).  
 
Otros estudios con mieles portuguesas, mostraron rendimientos similares de las cepas 
nativas frente a las cepas comerciales, identificándose además, la importancia de una 
buena formulación en los suplementos del sustrato y el adecuado ajuste de minerales y 
pH,  puesto que se encontró que mieles con alto contenido mineral y alto pH representan 
mejores resultados para la fermentación, factores que se relacionan estrechamente con 
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las mieles oscuras, lo cual abre un campo de investigación interesante en función de la 
diferenciación de las mieles y su rendimiento en la fermentación (Pereira 2009).  
 
Adicional a los estudios con levaduras nativas se identifican estudios desarrollados en la 
república eslovaca (Navrátil 2001) donde se proponen mecanismos de producción para 
disminuir el tiempo de reacción y estandarizar la calidad final, implementando para ello 
una inmovilización de levaduras en geles de pectato de calcio de modo que además se 
reduzcan los costos generales del proceso, es así como se ha desarrollado un sistema 
de dos columnas empacadas que trabajan en continuo a 30 ºC por 60h y obtienen un 
hidromiel de 16% v/v etanol (Navrátil 2001). Adicionalmente se emplearon nutrientes 
enriquecidos con vitamina B y extracto de levadura, lo cual mejoró significativamente la 
concentración de etanol obtenida, además que incrementó la producción de ciertos 
esteres propios del desarrollo de aromas en la bebida final (Navrátil 2001). 
 
El avance en la investigación y desarrollo de procesos tecnificados para la producción de 
hidromiel, muestran la importancia que esta bebida tiene en Europa. En general la 
distribución y comercialización del vino de miel representa un 10% del consumo de 
bebidas tipo vino en Europa occidental, y un 30% en el consumo de Europa oriental, al 
punto que se reconoce su distribución en botellas de 500-700 ml con valores que oscilan 
los 10 - 15 euros (Vallebendito 2006; Tobia. 2007).  
 
En países africanos su producción y distribución es igualmente importante; en Etiopia, 
por ejemplo se produce una bebida bajo el nombre de ‘tej’ u ‘ogol’, basada en levaduras 
nativas de la miel; en otros países, como Lituania, el vino de miel fue certificado dentro 
de la legislación de alimentos de 1969; por lo cual se tiene un gran número de variedades 
en función del origen botánico, geográfico y estacional de la miel, así como la dilución y 
tiempo de añejamiento empleado; y además se comercializa una variedad de bálsamos y 
néctar, definidos en función de la concentración final de alcohol, concentrada hasta 22 y 
35 % por la adición de una destilación al producto de la fermentación (A.Ragauskas and 
R.Ragauskienė. ; Stawski imports).  
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En América, solo en parte de Canadá y Norteamérica se reconoce esta bebida y se 
promueve por medio del Festival internacional de hidromiel y el “Real Ale Festival” donde 
se incluye una categoría para hidromiel y cidra, aprovechando que el mercado 
norteamericano en consumo de vinos orgánicos, representa US$ 15,4 billones anuales, 
según reportó el portal Noticias apícolas en 2010.  
 
En Latinoamérica, debido a la falta de cultura de consumo y poca comercialización del 
producto se limitan las posibilidades de abrir un mercado en este aspecto (Vidal 1983) y 
el reconocimiento del mismo es muy bajo. Sin embargo, se avanza paulatinamente en 
investigaciones enfocadas en las condiciones de fermentación. Actualmente se 
reconocen estudios en mieles cubanas y brasileñas, donde se evalúo la influencia del 
nivel de azúcares de la dilución miel-agua, en el rendimiento y la eficiencia del proceso 
(Lorenzo) (Ilha 2000). 
 
De modo que aunque en América latina existe una buena comercialización de miel, solo 
hasta ahora se contemplan los primeros estudios de fermentación de la misma; siendo 
realmente Chile quien ha dado los primeros pasos en este proceso, con el estudio de 
mercado del producto y su investigación del desarrollo para el establecimiento de una 
planta productora, con miras a competir en el mercado exterior, aprovechando la 
diferenciación botánica que pueden dar las mieles de las especies de abejas y 
ecosistemas latinos.  
 
Por lo tanto resulta interesante evaluar un proceso de fermentación en mieles 
colombianas, donde este producto puede dar una salida comercial al mercado apícola 
aprovechando todas las características que la biodiversidad del país puede imprimir en el 
producto final. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
2. Materiales y Métodos 
El trabajo experimental de este proyecto se realizó en las instalaciones del Instituto de 
Ciencia y Tecnología de Alimentos, ICTA, el laboratorio de bioprocesos del departamento 
de Ingeniería Química y en el Laboratorio de Microbiología de la Facultad de Medicina 
Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá. 
2.1 Materias primas 
2.1.1 Miel 
Se empleó miel de abejas, cristalizada, proveniente de los apiarios de la vereda la 
Peñuela, en el municipio de San Mateo del departamento de Boyacá. La miel empleada 
se recolectó en su totalidad durante un mismo periodo de cosecha, para asegurar  su 
homogeneidad y se verificó previamente su inocuidad microbiológica.  
 
Se utilizó miel cristalizada debido a que en Colombia (a diferencia de otros países), a 
pesar de su autenticidad, alto contenido de azúcares, bajo contenido de humedad y 
buenas características microbiológicas y sensoriales, este tipo de miel no es apreciada 
comercialmente y se cataloga de manera infundada como miel “con panela”. 
 
Para la dilución de la miel, se empleó agua potable, obtenida en el mercado local, en 
presentación de garrafas de 5 litros.  
2.1.2 Levaduras 
Se evaluó la respuesta fermentativa con tres cepas de levaduras del género 
Saccharomyces, de mayor uso en la obtención de bebidas alcohólicas y licores tipo vino. 
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 Levadura L1  
Levadura Saccharomices cerevisiae, raza fisiológica bayanus, distribuida por la casa 
comercial Interenzimas en Colombia. La ficha técnica se presenta en el Anexo A – 
Uvaferm BC.   
 
 Levadura  L2  
Levadura S. cerevisiae var. bayanus, de la casa española Lellemand.  
Esta levadura fue donada por el proyecto de investigación: “Potenciación y mejora de la 
producción de Vinos de fruta de la Asociación de trabajadoras de mujeres Alborada” de la 
Universidad Técnica de Ambato, Ecuador. Proyecto auspiciado por la Agencia Española 
de Cooperación Internacional para el Desarrollo-AECID. La ficha técnica se presenta en 
el Anexo A – LalvinQA23  
 
 Levadura L3 
Levadura S. cerevisiae, distribuida por la empresa Levapan, empleada comúnmente  en 
panificación en la ciudad de Bogotá. 
 
2.2 Métodos de caracterización de la materia prima 
2.2.1 Caracterización fisicoquímica de la miel 
 Humedad  
Se realizó una determinación indirecta del contenido de humedad en la miel. Empleando 
el método refractométrico detallado en AOAC 969,38B (AOAC 2005). Esta técnica 
relaciona directamente el índice de refracción de un líquido y su contenido de sólidos.  
Se empleó un refractómetro de mesa tipo Abbé y la curva estándar de Chataway-
Wedmore, para la estimación de humedad en la muestra de miel (Bogdanov 2002). 
 pH y acidez  
La determinación de la acidez se realizó con base en la neutralización de los ácidos 
presentes en la miel por titulación, según el AOAC 962.19 (AOAC, 2005 /86), utilizando 
un pHmetro (Mettler Toledo T70, Suiza). Se determinó el valor del pH de una solución de 
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10 g de miel en 75 ml de agua libre de CO2. La acidez se obtuvo a través de la titulación 
con NaOH 0.05 N hasta pH 8.5 (acidez libre). Enseguida se agregaron 10 ml de NaOH 
0.05 N y se retrotitula con HCl 0.05 N hasta alcanzar un pH de 8.3 (acidez lactónica).   
La acidez total resulta de sumar la acidez libre y lactónica.  Los resultados son 
expresados en meq/kg (Bogdanov 2002). 
 Rotación específica 
Según los métodos armonizados para miel (Bogdanov 2002), se determinó el ángulo de 
rotación de 12g de miel, previamente clarificada con solución Carrez. Se empleó un 
polarímetro Atago Polax-2L con precisión del ángulo de rotación de 0,05 grados, 
equipado con lámpara de sodio. La solución se dispuso en el tubo de 2dm.  
 Perfil de carbohidratos  
Mediante un sistema cromatográfico HPLC-JASCO, con una columna de intercambio 
iónico, Supelcogel-Ca, a 80ºC, empleando como fase móvil, agua grado HPLC con un 
flujo de 0,5ml/min, y un sistema de detección de índice de refracción a 45ºC AOAC 
977.20 (AOAC 2005), se realizó la cuantificación del contenido de  glucosa y fructosa. 
Adicionalmente se reportó el contenido de disacáridos como unidades de sacarosa, como 
componente más representativo dentro de las trazas de disacáridos presentes en las 
muestras.   
 Perfil de ácidos orgánicos  
Se cuantificó el contenido de los ácidos cítrico, málico, succínico, oxálico, maleico y 
pirúvico (Nozal 1998). Se empleó un sistema de cromatografía líquida JASCO, con una 
columna de intercambio iónico Rezex ROA que se mantuvo a 45ºC, con fase móvil de 
ácido sulfúrico 4 mM de flujo constante 0,6ml/min. Con detección a 210nm de longitud de 
onda en un sistema UV/VIS (Nozal 1998). Los resultados fueron expresados como 
relación porcentual y en mg de ácido por gramo de miel. 
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 Contenido de Hidroximetilfurfural – HMF 
Empleando una muestra clarificada de 10g de miel, se empleó el método Winkler, AOAC 
980.23 (AOAC 2005), realizando mediciones a 284 y 336 nm con un espectrofotómetro 
Jasco V530, de doble haz. Los resultados se expresaron en función de una muestra 
blanco, que contiene bisulfito de sodio al 0,2%.  
 Actividad diastasa 
Se determinó la actividad diastasa en función del tiempo de hidrólisis de un sustrato 
enzimático de almidón soluble, expuesto a una solución de miel. Según el método 
espectrofotométrico Schade, AOAC 958.09. Que expresa los resultados en unidades de 
número de diastasa (Bogdanov 2002). 
 Conductividad eléctrica 
De acuerdo a los Métodos Armonizados de la Comisión Europea para Miel (Bogdanov, 
Martin et al. 1997), se determinó la conductividad de una solución acuosa de miel al 20% 
a 20ºC; mediante un conductivímetro T70 (Mettler Toledo, Suiza). Los resultados se 
expresaron como mS/cm. 
 Cenizas 
Este método fue realizado de acuerdo al AOAC 920.181 (A.O.A.C. 2005). 5g de muestra 
se pre-calcinaron hasta que cesó la liberación de humo. Entonces se llevó a una mufla y 
se calcinó a 600°C hasta obtener peso constante. El resultado es expresado como 
porcentaje en masa. 
 Sólidos insolubles 
El material insoluble contenido en la miel se determina mediante gravimetría, expresando 
su resultado como un porcentaje en peso en relación con el total de compuestos de la 
miel (Lord 1988). Se pesó alrededor de 20 g de miel, que se disolvió con 200ml de agua 
destilada a 80ºC. Se filtró esta solución a través de un sistema de filtración VELP-SF6 
VELP a vacio. Empleando un crisol previamente acondicionado y pesado. El crisol se 
secó a 135°C durante dos horas, y se mantuvo en el desecador hasta obtener un peso 
constante. Estos valores se registraron para obtener el valor final de sólidos insolubles. 
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 Contenido de minerales 
Según la AOAC 979.23 (AOAC 2000). 5g de miel fueron precalcinados y calcinados de 
manera similar a la prueba de cenizas. El crisol se lavó con una solución agua:HCl. Esta 
solución se calentó a ebullición, se filtró y transfirió a un balón de 50ml. Se utilizó un 
espectrómetro de absorción atómica AA240 (Varian Inc, USA) para realizar las 
mediciones de minerales de acuerdo a las siguientes longitudes de onda: Na: 599nm, 
Mg: 285nm, K: 766.5nm, Ca: 422.7nm, Zn: 213.9nm, Cu: 327.4nm y Fe: 248.3nm.  
Los resultados son expresados en mg/kg. 
2.2.2 Caracterización microbiológica de la miel 
 Recuento en placa de microorganismos mesófilos aerobios 
Se realizó el recuento de las UFC/g, teniendo en cuenta el factor de dilución y el intervalo 
establecido. Se tomó 1 ml de alícuota, de cada una de las diluciones de miel realizadas y 
se adicionaron 15 ml de agar (PlateCount fundido) a 45ºC. Una vez solidificado, se 
incubó a una temperatura de 35°C ± 2°C durante 48 horas  (Ramos 2004). 
 Recuento en placa de mohos y levaduras 
Se tomó una alícuota de 1 ml de las diluciones seriadas 10-1 y 10-3 en cajas de Petri 
estériles. Se adicionaron 15 ml de agar a 45°C, mezclando el inóculo con el medio de 
cultivo adicionado; una vez solidificado el medio de cultivo se invirtieron las placas y se 
incubaron a una temperatura de 22°C ± 2°C durante 5 a 7 días. Se hizo el recuento de 
las UFC/g, teniendo en cuenta el factor de dilución y el intervalo establecido para este 
tipo de microorganismos (Ramos 2004). 
 NMP de coliformes totales y ausencia / presencia de E. coli 
Se dosificó 1 ml de cada una de las diluciones de la muestra en tubos con caldo de Bilis 
verde brillante al 2%. En series de tres tubos por cada dilución los cuales se incubaron a 
35°C por 1 a 2 días, verificando la ausencia de aire. Se registraron los tubos con turbidez 
y producción de gas, para posteriormente sembrar por estría cada uno de los tubos 
positivos en la superficie de una placa de agar Eosina Azul de metileno (EMB) o agar 
Bilis Rojo Violeta. La incubación se realizó a 35°C por 1-/2 días para determinar la 
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Ausencia / Presencia de Escherichia coli. Para calcular el NMP se tomó el número de 
tubos positivos y se buscó el número de células correspondiente en una tabla de 
probabilidades para este ensayo (Ramos 2004). 
2.2.3 Caracterización de las levaduras de trabajo 
Se identificó la calidad de las levaduras de trabajo a través de la cuantificación de las 
unidades formadoras de colonias (UFC) en condiciones normales y a través del estudio 
de crecimiento frente a diferentes factores de stress como, concentración de azúcares, 
alcohol y sulfitos. Las diluciones se realizaron de 103 a 109 y se adicionó 0,1ml en el agar, 
inoculado por 24/48h a 35ºC. Finalmente se realizó el conteo de las colonias, 
seleccionando la dilución donde el número de colonias esté entre 30 y 300 (Ramos 
2004). 
 Pruebas de tolerancia 
Se tomaron colonias de las levaduras evaluadas y se diluyeron en 3 ml de solución salina 
estéril al 0.86 % hasta obtener una turbidez igual a la escala 2 de Mc Farland, que 
corresponde a aproximadamente 15 *106 cel/ml. Para ajustar las diluciones a este patrón 
se utilizó el equipo Densicheck de Biomerieux Industry. A partir de esta suspensión inicial 
se realizaron diluciones seriadas de 10-1 hasta 10-6 cel/ml (Ramos 2004). 
Para la evaluación de tolerancia a etanol se adicionaron concentraciones de etanol de 4, 
8 y 12 %; mientras que para la prueba de glucosa se agregó glucosa en concentraciones 
de 4,10 y 15 %. 
En la evaluación de la tolerancia al metabisulfito, se preparó un mosto de miel y se dividió 
en tres frascos de vidrio a los que se les agregó 100, 250 y 500 mg/L de metabisulfito de 
sodio, posteriormente se inocularon con una suspensión de levaduras hasta obtener una 
concentración aproximada de 106 cel/ml. Se incubó a 25 ± 2 ºC durante ocho días.  
Se empleó una cámara de Neubauer para el conteo de levaduras, considerándose más 
resistentes aquellas levaduras que alcanzaron los mayores recuentos. 
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2.3 Métodos de evaluación fisicoquímica en la 
fermentación 
Se realizó un monitoreo de las características fisicoquímicas a lo largo del proceso de 
fermentación. Los parámetros básicos de análisis fueron pH, acidez, concentración de 
azúcares y grado alcohólico. Adicionalmente se evaluó el perfil de carbohidratos, ácidos 
orgánicos, alcoholes y compuestos volátiles.  
2.3.1 Seguimiento de la acidez y el pH 
 Acidez titulable y pH 
La acidez titulable se determinó a través del procedimiento descrito en AOAC 962.19 
(AOAC 2005). Se empleó un pHmetro (Mettler Toledo T70, Suiza), cuyo electrodo se 
sumergió en una solución de 10ml de hidromiel disuelta en agua destilada libre de CO2; 
tal solución se tituló con NaOH 0.1 N hasta pH 8.2.  Este sistema potenciométrico, se 
empleó adicionalmente para determinar el pH. En una muestra de 10-15 ml de producto 
se sumergió el electrodo y se obtuvo la medida a 20°C. 
 Acidez volátil  
La acidez volátil se expresó en función del contenido de ácido acético del producto final. 
La composición de este ácido se obtuvo dentro del mismo análisis empleado para la 
determinación de alcoholes y compuestos volátiles; a través del sistema de cromatografía 
de gases descrito más adelante como, “Determinación y cuantificación de metanol, etanol 
y congéneres”. 
 Ácidos orgánicos 
La detección y cuantificación de los ácidos cítrico, málico y succínico. Se empleó el 
sistema cromatográfico HPLC-JASCO, ajustado con una columna de intercambio iónico, 
Rezex-ROA a 55ºC, y fase móvil de ácido sulfúrico 2,5mM a 0,4ml/min. En un sistema de 
detección UV a 210nm (Nozal 1998). Estos resultados se expresaron mg de ácido por ml 
de muestra. 
44 Evaluación de la fermentación alcohólica para la producción de hidromiel 
 
2.3.2 Determinación de la producción de alcohol 
 Grado alcohólico 
Se determinó el grado alcohólico con base en la gravedad específica del destilado de 
50ml de hidromiel neutralizado y desgasificado. Se empleó un sistema de arrastre con 
vapor, del que se recolectaron 50ml de destilado. Esta muestra se pesó a 20ºC en un 
picnómetro graduado de 25ml, según el método descrito en la AOAC 920.57 (AOAC).  
 Determinación y cuantificación de metanol, etanol y congéneres 
Se cuantificaron los alcoholes superiores y otros productos como aldehídos, esteres y 
furfurales generados a lo largo del proceso de fermentación. Se ajustó una técnica de 
cromatografía de gases, con base en el método oficial de la AOAC, 972.11 (AOAC 2000).  
Se empleó un sistema Agilent 7890 con columna capilar DB-WAX con fase estacionaria 
de polietilenglicol, flujo de hidrógeno 30ml/min, aire 300ml/min y Helio a 20ml/min.  
El programa de temperatura se definió según: 4min por 40ºC, con tres rampas de 
6ºC/min hasta 115ºC, 18 °C/min hasta 220 °C y 30 °C/min hasta 160 °C. El sistema de 
detección FID se mantuvo a 250ºC y el puerto de inyección a 250ºC con presión 
constante de 18psi, para una inyección de 1uL de muestra, tratada previamente con 
carbonato de calcio (Ahumada 2011). 
2.3.3 Seguimiento de la concentración de sustrato 
 Seguimiento del contenido de sólidos solubles 
A lo largo del proceso se monitoreó el contenido de los sólidos solubles de la solución, 
medidos como grados Brix a ±20ºC, empleando un refractómetro portátil ATAGO. 
Ya que la concentración de azúcares en la miel representa más del 80% de la materia 
soluble, el contenido de sólidos solubles se empleó para expresar en términos de 
concentración la cantidad aproximada de azúcares en la solución evaluada Ecuación 2-1. 
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Ecuación 2-1: Expresión de la concentración de azúcares 
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 Identificación y cuantificación del contenido de monosacáridos finales 
Se determinó la concentración de los monosacáridos glucosa y fructosa, mediante un 
sistema de cromatografía líquida de alta resolución, HPLC-JASCO (Kelebek 2009).   
Se empleó una columna de intercambio Rezex-ROA 55ºC con fase móvil agua 
desionizada, grado HPLC a 0,4 ml/min. El sistema de detección se realizo mediante 
índice de refracción a 40ºC. Los resultados se obtuvieron como gramos de compuesto 
por litro de hidromiel. 
2.4 Análisis de resultados 
Los datos obtenidos en el seguimiento de la fermentación de las dos fases de 
experimentación se evaluaron en función de la cinética, el rendimiento y la productividad; 
parámetros empleados para seleccionar las mejores condiciones del proceso. 
2.4.1 Evaluación del consumo porcentual de sustrato  
Se determinó el consumo general de sustrato, con base en los análisis cromatográficos 
que permitieron conocer el contenido de monosacáridos en el producto final y el 
contenido de carbohidratos totales en la miel inicial 
Se identificó el total de carbohidratos en la dilución de miel empleada, considerando que 
al contenido de glucosa y fructosa se suma la contribución que la sacarosa; presente en 
la dilución inicial de miel (disacárido mayoritario en la miel), aporta en su forma 
hidrolizada de glucosa y fructosa. Para ello se tuvo en cuenta una conversión en relación 
1:1 de sacarosa a cada uno de los monosacáridos glucosa y fructosa.  
Finalmente se evalúo la relación entre el total de monosacáridos finales e iniciales.  
2.4.2 Evaluación de la cinética del proceso 
El estudio cinético del proceso de obtención de hidromiel, como bioproceso fermentativo, 
incluye un sistema complejo de mecanismos, que deben evaluarse desde el sistema 
metabólico de las levaduras. Este tipo de estudios debe abordarse a través de modelos 
cinéticos que evalúen el crecimiento de microorganismos, como la conocida expresión  
propuesta a través de la ecuación de Monod.  
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Sin embargo la aplicación de estos modelos requiere un estudio del comportamiento de 
la biomasa a lo largo del proceso, así como un acercamiento a la evaluación de la 
viabilidad celular y el planteamiento de las curvas de crecimiento de la levadura.  
Análisis que se contemplaron dentro de los alcances de este primer acercamiento al 
estudio de la producción de hidromiel. 
No obstante, con base en la expresión estequiométrica simplificada de la fermentación 
alcohólica, descrita por Gay Lussac, Ecuación 2-2 (Ribéreau 2006). Se propuso evaluar 
la relación entre la variación en el concentración de sustrato, y su tasa de consumo, 
asumiendo que este nivel de consumo se correlaciona con los tiempos de proceso. 
Aunque estos parámetros cinéticos no describen el proceso global, se emplearon para 
hacer una aproximación a la evaluación del proceso; asumiendo que a una mayor tasa 
de consumo inicial de sustrato, el sistema desarrollaría una mejor velocidad de reacción, 
que repercutiría en tiempo más cortos del proceso general. 
C6H12O6   2CH3CH2OH + 2CO2 
Ecuación 2-2: Cinética elemental de la fermentación alcohólica 
Generalmente se emplea un método basado en la medida de una propiedad física 
proporcional a la concentración de la especie de interés. En este caso, la concentración 
de sustrato en el medio, se monitoreó a través del contenido de sólidos solubles, que fue 
expresado como concentración de azúcares fermentables, según la Ecuación 2-1. 
El mecanismo simplificado de la velocidad de consumo de sustrato lo define como la 
relación entre  la variación de la concentración del sustrato en el tiempo, lo que a su vez 
se puede expresar a través de una constante de velocidad y la concentración de sustrato, 
Ecuación 2-3: 
 [       ]
  
              y           
  
Ecuación 2-3: Expresión cinética para reacciones con un solo sustrato 
Con base en la concentración de sustrato obtenida a lo largo del proceso, se obtuvo una 
correlación matemática para representar la concentración del sustrato en función del 
tiempo.  
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La derivada de esta correlación permitió tener una expresión para el valor (dS/dt). A partir 
de esta expresión, y con el tratamiento matemático de la Ecuación 2.4, se describió la 
ecuación de una recta en la que la pendiente, indica el orden de reacción (n) y el 
intercepto el logaritmo de la constante cinética (k) (Nielsen 2003).  
 
   (   )                ( 
  
  
) 
Ecuación 2-4: Tratamiento matemático de la velocidad consumo de sustrato 
 
2.4.3 Evaluación del Rendimiento y la productividad 
Partiendo del mecanismo de reacción para la producción de etanol, el rendimiento teórico 
se definió según la Ecuación 2-5.  
 
C6H12O6   2  CH3CH2OH + 2 CO2 
            
    
 
            
            
 
      
             
      
        
         
 
Ecuación 2.5  Rendimiento teórico de etanol en la fermentación 
 
Se cálculo el rendimiento producto-sustrato (Yp/s) de cada ensayo, como la relación 
entre el contenido final de etanol y el sustrato consumido, producto de la relación entre el 
contenido de azúcares finales e iníciales. Para esto, se tuvo en cuenta la cantidad de 
hidromiel obtenido con el volumen de mosto empleado inicialmente, puesto que el 
contenido de etanol final está dado por unidad de volumen de hidromiel, mientras que la 
concentración de azúcares iniciales está dada por unidad de volumen de mosto.  
Se obtuvo adicionalmente el rendimiento porcentual del proceso como una relación entre 
el rendimiento real y el teórico. 
 
La productividad, por su parte se expresó como la relación del alcohol total producido, 
por litro de mosto en relación a los días de proceso, expresado finalmente como: ml/L-h. 
Teniendo en cuenta al igual que en el rendimiento, la relación de producción entre 
hidromiel obtenida y mosto empleado. 
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2.4.4 Evaluación sensorial 
Se midió la aceptabilidad del aroma del producto, a través de una prueba hedónica, 
mediante un Test de preferencia, utilizando una  escala de cinco puntos entre las 
respuestas “me disgusta mucho” y “me gusta mucho”, Anexo B (R. Carpenter. 2009). 
 
La calidad del producto final evaluó a través de un test descriptivo la apariencia, el color, 
el aroma y el sabor. Incluyendo además acidez, dulzor, astringencia y cuerpo del 
producto final. Se puntuó cada característica en función de los atributos de vinos blancos 
semi-secos, que es el referente para el hidromiel. (Ver Anexo B)   (M. Meilgaard. 2007).  
En ambas pruebas se empleó un grupo entre 15-20 jueces semi-entrenados. 
2.4.5 Métodos estadísticos 
Se empleó la respuesta promedio de los análisis realizados para cada uno de los 
ensayos propuestos, en todas las etapas de las dos fases de experimentación.   
Se evaluó la variabilidad de las repeticiones mediante una prueba t-student de dos colas, 
asumiendo una distribución normal de los datos, para la hipótesis nula de medias iguales 
entre parejas de ensayos.  La desviación estándar de las repeticiones, junto con el error 
típico calculado se empleó como indicativo de dispersión de los datos en las graficas 
realizadas.  
 
La evaluación de los parámetros de selección se realizó mediante un análisis de varianza 
ANOVA de dos vías, con la hipótesis nula de igualdad entre medias de las muestras y 
teniendo como hipótesis alterna, que al menos una de las muestras es diferente de las 
demás. El rechazo de la hipótesis nula se dio cuando el valor - p fue menor que 0.05; 
para este caso se empleó la prueba de Tukey-Kramer, para encontrar los ensayos 
diferentes. 
 
Los parámetros de decisión de mayor importancia en la selección de las condiciones de 
operación fueron el grado de producción de etanol, el contenido de metanol generado,  el 
rendimiento y la productividad del proceso.  
 
Se evaluaron diferentes correlaciones entre análisis fisicoquímicos, mediante un análisis 
de mínimos cuadrados ordinarios (OLS), que comprobó la calidad predictiva de los 
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modelos obtenidos, a través del sistema de validación “venetian blinds”; se definió en 
cada prueba el número necesario de grupos para la validación cruzada “CV groups”. 
 
Estos análisis se realizaron mediante el software Matlab® R2009b, versión 7.9, a través 
de las diferentes extensiones desarrolladas por el grupo de investigación en 
Quimiometría QSAR de la Università degli Studi di Milano - Bicocca. 
2.5 Experimentación 
Este proyecto se desarrolló en dos fases principales de experimentación. En la primera 
fase se determinaron los parámetros básicos del proceso que permiten desarrollar una 
adecuada fermentación en busca de una buena fermentación y productividad. 
Posteriormente se buscó recortar los tiempos de proceso, seleccionando la levadura que 
permitiera controlar adecuadamente las condiciones generales para poder llevar el 
proceso a una escala de producción ligeramente mayor.  
2.5.1 Fase 1. Ensayos preliminares en la selección de las 
condiciones de operación 
Esta primera fase experimental se abordó un análisis secuencial, para tener una primera 
aproximación al estudio de la fermentación de miel, donde se analicen factores de 
importancia como las condiciones de concentración de sustrato, nutriente y los pre-
tratamientos para acondicionar el mosto.  
 
Se decidió este sistema de diseño en busca de entender el proceso, y las pautas básicas 
sobre las cuales evaluar a futuro estudios de optimización, estandarización y 
escalamiento del proceso.  
 
Se definió a través de tres etapas de ensayos preliminares, las condiciones del proceso. 
Cada etapa adelanto tres repeticiones de los ensayos de fermentación, donde se evaluó 
la acidez titulable, el pH y el consumo de sustrato a lo largo del proceso. Se evalúo 
además la acidez volátil, el grado alcohólico y el contenido de metanol, etanol y 
congéneres volátiles para el producto final.  
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En función del análisis de los resultados obtenidos, se seleccionó el mejor parámetro 
según el rendimiento y la productividad del proceso. De este modo se definieron 
secuencialmente las condiciones de operación para la fermentación de hidromiel. 
 
No obstante hay que tener en cuenta que evaluaciones de mayor robustez, deben 
considerar que los factores evaluados en este proyecto están relacionados entre sí y por 
lo tanto si se busca optimizar el proceso, el sistema escalonado no permitiría una 
selección adecuada de parámetros, por lo que debe plantearse una evaluación en 
conjunto que incluya rangos de evaluación más amplios y más puntos de análisis.  
 
 
Figura 2-1 Esquema del desarrollo experimental de la Fase 1 de ensayos preliminares 
 
 
 
 Etapa I. Concentración inicial de azúcares 
En primer lugar es evaluó la dilución de miel/agua. Se trabajó en función de la 
concentración de azúcares en el sustrato. Según los reportes bibliográficos, la dilución de 
miel en agua comúnmente empleada es 1:3; por lo que se tomó este valor como 
referencia para desarrollar la primera etapa de ensayos (Pereira 2009).  
ETAPA I 
 
Definición de la concentración inicial de azúcares 
en función de la dilución de miel en agua 
ETAPA II 
 
Definición de la concentración de nutriente en el 
mosto de fermentación 
ETAPA III 
 
Selección del método para realizar  
el pre-tratamiento del mosto 
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Se preparó una dilución 1:3 y se determinó el nivel de grados Brix de está dilución en 
21.9 ºBx. Con base en esto, se decidió trabajar en un rango de concentraciones entre 22 
y 17 ºBx; teniendo en cuenta el máximo nivel de azúcares que soportan las levaduras de 
trabajo, y los reportes de estudios previos en la elaboración de hidromiel (Lorenzo).  
Se definieron los ensayos 17, 19 y 22 con niveles de 17, 19 y 22 ºBx, respectivamente. 
Estos valores se expresaron finalmente como gramos de azucares fermentables por litro 
de mosto, según el desarrollo visto en la Ecuación 2-1. 
 Etapa II. Ajuste de nutrientes  
Con la dilución de trabajo establecida. Se ajustó la concentración de nutrientes a 
emplear. Se propuso emplear fosfato de amonio monobásico, como único nutriente en el 
proceso, para asegurar el aporte de nitrógeno y fosforo al mosto, y de este modo, no solo 
promover un proceso con el mínimo contenido de componentes químicos, sino 
aprovechar al máximo las propiedades de la miel y no incrementar costos por gastos en 
materia prima adicional.    
 
El valor medio de fosfato evaluado se definió en función de los diferentes reportes 
bibliográficos y aplicaciones industriales, que establecen el valor de 0,4 mg/L como 
concentración promedio (Queris 2010). A partir de ello se estableció la concentración 
superior en 0.8 mg/L y dado el aporte vitamínico y mineral de la miel se evaluó una 
fermentación sin adición de nutrientes. 
 Etapa III. Pre-tratamiento del mosto de fermentación 
Luego de determinar el contenido de azúcares y nutrientes en el mosto, se hace 
necesario inactivar la flora del medio para disminuir la competencia de levaduras nativas 
y controlar la contaminación del producto. Para esta operación se propusieron dos 
niveles de evaluación.  
 
Por un lado se adicionó dióxido azufre, como metabisulfito de potasio en 100 ppm [7]. 
Dejando reposar el mosto por ocho horas, previa la inoculación de la levadura; con esto 
se aseguró la completa acción del bisulfito sin afectar la viabilidad de las levaduras de 
trabajo. 
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El tratamiento alterno, para evitar el uso de bisulfito, consistió en un tratamiento térmico 
de higienización. Se empleó un baño termostatado, para llevar la temperatura en el seno 
del mosto a 63ºC. Esta temperatura se mantuvo por 3 min, según se indica para los 
procesos de higienización en la industria de alimentos. Inmediatamente después se llevó 
el mosto a un baño helado para bajar rápidamente la temperatura.  
Se tuvo especial cuidado de no superar la temperatura para no alterar condiciones 
sensoriales en la miel. 
 
Figura 2-2 Desarrollo experimental de la Fase 1 en la obtención de hidromiel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ETAPA I 
Selección de la concentración inicial de azúcares en el mosto 
 
ENSAYOS 
Dilución de miel en agua 
 
E17: 17ºBx 170gazucares/Lmosto 
E19: 19ºBx 190gazucares/Lmosto 
E22: 22ºBx 220gazucares/Lmosto  
VARIABLES DE SEGUIMIENTO 
 
Acidez titulable y pH 
Determinación de sólidos solubles 
PARAMETROS DE CONTROL FINAL 
Grado alcohólico  
Contenido de alcoholes y congéneres 
Acidez volátil como ácido acético 
Contenido de monosacáridos 
ETAPA II 
Selección de la concentración de nutriente  
 
ENSAYOS 
Concentración de fosfato de 
amonio monobásico 
 
N0: Sin adición de nutriente 
N4: Dosis de 4g/L  
N8: Dosis de 8g/L 
VARIABLES DE SEGUIMIENTO 
 
Acidez titulable y pH 
Determinación de sólidos solubles 
PARAMETROS DE CONTROL FINAL 
 
Grado alcohólico 
Contenido de alcoholes y congéneres 
Acidez volátil como ácido acético 
Contenido de monosacáridos 
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 Montaje experimental realizado en la Fase 1 
Adecuación del mosto de fermentación 
El mosto de fermentación está constituido por una dilución de miel en agua a la que se le 
adicionan los correspondientes nutrientes, y tras su ajuste es inoculado con la levadura.  
Para realizar la dilución de la miel, se pesó la cantidad de miel requerida según el 
volumen de dilución a preparar. La homogenización de la miel cristalizada se realizó 
mediante un sistema Ultraturrax-K18 en el rango de velocidad 2 a 4.   
 
Figura 2-3. Dilución del mosto 
 
 
 
ETAPA III 
Evaluación del pre-tratamiento del mosto 
 
ENSAYOS 
 
S: Sulfitado del mosto con 
100ppm de metabisulfito de 
potasio 
 
P: Tratamiento térmico  
de 63ºC por 2-3min 
VARIABLES DE SEGUIMIENTO 
 
Acidez titulable y pH 
Contenido de sólidos solubles 
PARAMETROS DE CONTROL FINAL 
Grado alcohólico 
Contenido de alcoholes y congéneres 
Contenido de monosacáridos 
Acidez volátil como ácido acético 
Prueba de aceptabilidad del aroma  
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Se dispuso la miel en un recipiente y se agregó una parte del agua a emplear. Se dio 
inicio a la mezcla y conforme se incrementaba la velocidad se agregó paulatinamente el 
agua restante. El nivel de grados Brix se monitoreó a medida que se agregaba el agua, 
hasta alcanzar la concentración deseada.  
Una vez se diluida la miel se agregaron los nutrientes y demás componentes a incluir en 
el mosto. Se ajustó el pH empleando en este caso ácido ascórbico para mejorar las 
condiciones antioxidantes y de nutrientes en el medio. 
Inoculación 
La dosis de levadura y la rehidrataron se hicieron según las especificaciones de los 
fabricantes (Ver Anexo A). Una vez hidratadas, se adicionó el inóculo al mosto, 
controlando que la diferencia de temperatura entre el mosto y el inóculo fuera inferior a 
10 ºC.  
Sistema de fermentación 
En esta primera etapa se emplearon recipientes de vidrio diseñados para permitir la 
salida de dióxido de carbono sin modificar las condiciones anaeróbicas internas. En este 
caso, como se muestra en la Figura 2-4 no se tuvo un único recipiente de fermentación, 
si no que se dispusieron tantos recipientes como muestras a tomar durante el proceso. 
Con este sistema fraccionado, se aseguraron condiciones homogéneas durante el 
proceso, sin afectar muestreos posteriores, disminuyendo la posibilidad de contaminación 
entre muestreos.  
 
Los recipientes se esterilizaron previamente en autoclave a 121ºC y se mantuvieron en 
cabina de flujo laminar hasta el momento en el que el mosto se adicionó a cada uno de 
ellos.  Se aseguró un espacio de cabeza de ¼ del volumen de los recipientes.  
 
Se adicionó en promedio, 80ml de mosto inoculado, teniendo en cuenta que el volumen 
promedio de los recipientes era de 130 ml. Con el mosto dispuesto en los recipientes, 
estos se sellaron completamente y se dispusieron dentro de una incubadora, donde se 
llevo a cabo la fermentación a 25±1 ºC, por 15 días (Ilha 2008; Pereira 2009), con una 
toma de muestras cada 48h. 
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Figura 2-4. Montaje de fermentación fraccionado 
 
 
 
El sistema de salida del dióxido carbónico se dispuso en un recipiente con agua donde el 
burbujeo confirmaba la continuidad de la fermentación.  
Parada de la fermentación 
El proceso general para frenar el proceso fermentativo, consistió en primer lugar, en 
separar las levaduras del producto mediante centrifugación a 4000 rpm por 10 min en 
una centrifuga 4235 Tecnovetro. Posteriormente al producto obtenido se le adicionó 
metabisulfito de potasio a 75 ppm para asegurar la inactivación de cualquier levadura o 
microorganismo remanente (Iñigo 2009; Queris 2010). Finalmente la muestra se mantuvo 
en refrigeración hasta su posterior análisis. 
 
2.5.2 Fase 2. Establecimiento semi-piloto del proceso 
Con base en los parámetros seleccionados en la primera fase de experimentación se 
desarrolló la segunda fase experimental, donde se centraron esfuerzos en recortar los 
tiempos de operación y con esto implementar a un nivel semi-piloto el proceso, 
asegurando el control de las condiciones generales. 
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 Etapa I. Control y mejoramiento de la respuesta en las condiciones de 
operación 
Activación de la levadura 
Durante la Fase 1 de trabajo se hidrató la levadura según la recomendación del 
fabricante, sin embargo en este punto se propuso una activación previa a la inoculación, 
para mejorar el desempeño de las levaduras evaluadas sobre un mosto adecuado, con 
esto se busco controlar el proceso en general, recortar los tiempos de operación y 
seleccionar finalmente la levadura de trabajo. 
 
Para la activación de la levadura se dispuso la solución hidratada en un recipiente estéril, 
que contenía mosto de fermentación en un volumen 10 veces menor al volumen del 
mosto final al que llegará la levadura. Este sistema se mantuvo en incubadora a 25ºC por 
3 días, con el fin de acelerar la fase de latencia y mejorar los resultados generales del 
proceso al momento de ser ejecutado a nivel semi-piloto en el reactor de fermentación. 
 
Figura 2-5. Rehidratación y activación de levadura  
 
 
Figura 2-6 Inoculo de fermentación luego de tres días de activación 
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Parada de la fermentación 
En esta segunda fase de experimentación se aplicó un tratamiento térmico adicional, 
para estabilizar y conservar el hidromiel, que en este caso se mantuvo en recipientes de 
vidrio, a modo del embotellamiento de un producto final. Este proceso aplica una unidad 
de pasteurización, definida como 60ºC por un minuto, con un descenso rápido de 
temperatura, para almacenar el producto sin necesidad de refrigeración (Iñigo 2009). 
 Etapa II. Desarrollo semi-piloto del proceso establecido 
Con los parámetros seleccionados se llevó el proceso de fermentación a una escala 
semi-piloto. Se empleo un bio-reactor de fermentación con capacidad neta de 3.0 L, 
adaptado con sensores de pH, controladores de temperatura y espuma. La Figura 2-7 
muestra el sistema empleado para la obtención de hidromiel. 
 
Figura 2-7: Sistema de fermentación en reactor 
 
 
El diagrama de flujo del proceso empleado en la elaboración de hidromiel se representa 
en la Figura 2-8. Se indica igualmente los análisis realizados durante el seguimiento de la 
fermentación así como las pruebas realizadas al producto final. 
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Figura 2-8 Diagrama de flujo del proceso de fermentación de hidromiel 
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3. Análisis y Discusión de Resultados 
3.1 Caracterización de la materia prima  
3.1.1 Miel de abejas 
 Caracterización fisicoquímica 
La miel de abejas empleada en este proyecto cumplió con los requisitos establecidos por 
la normatividad colombiana, a través de la NTC1273 y la Resolución 1057 de 2010 del 
Ministerio de la Protección Social. Esto aseguró la autenticidad y calidad del producto  
(ICONTEC 2007; Ministerio de la protección social 2010). La Tabla 3-1 detalla la 
caracterización fisicoquímica de la miel de abejas en comparación con los rangos 
normativos establecidos.  
Tabla 3-1. Caracterización fisico-química de la miel empleada 
 
 Valor promedio 
Valor 
Mínimo 
Permitido 
Valor 
Máximo 
Permitido 
Contenido de humedad  (%m/m) 17.35 - 20.0 
Acidez libre (meq/kg) 29.64  50 
Contenido de sacarosa (%m/m) 12.06* - 10 
Contenido de azúcares reductores (%m/m) 68.92 45  
Contenido de HMF mg/kg No detectable - 60 
Índice de diastasa (Schade) 27 8  
Conductividad eléctrica mS/cm 0.53  0.8 
Sólidos insolubles (%m/m) 0.029 - 0.5 
Cenizas (%m/m en base seca) 0.19  - 0.6 
*Contenido de disacáridos en la muestra expresados como equivalentes de sacarosa 
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Un contenido de humedad de 17% y una acidez total de 32.37meq/Kg miel; comprendida 
por 29.64 y 2.73 meq/Kg miel, de acidez libre y lactónica; son valores propios de una miel 
fresca que no muestra desarrollo de procesos fermentativos y puede desarrollar una 
aceptable calidad sensorial.  
El indetectable nivel de hidroximetilfurfural (HMF) y la actividad diastasa reportada, son a 
su vez, valores característicos de una miel que se ha mantenido bajo apropiadas 
condiciones de almacenamiento y que no ha sido sometida a tratamientos térmicos 
previos que afecten su calidad [34-35].   
Adicional al análisis fisicoquímico reglamentario, se evaluó el contenido de ácidos 
orgánicos, carbohidratos y minerales. En la determinación de ácidos orgánicos se 
identificaron los ácidos cítrico, málico y succínico, principalmente. El aporte total de los 
ácidos identificados representó alrededor del 0.3% del contenido total en la miel; 
congruente con el comportamiento de una miel de abejas del género multifloral (White 
1978). Las mieles de tipo multifloral, alcanzan un contenido de ácido succínico y cítrico 
de 0.5 y 1.0 g/kg; mientras que el ácido málico aunque no suele ser el componente 
predominante, en función del origen geográfico de las muestras, se han encontrado 
reportes de hasta 2 g/kg (Nozal 1998; Nozal 2003) 
La miel empleada en este proyecto presentó un contenido de de ácido succínico y cítrico 
un aporte de 0.76 y 0.75 g/kg, respectivamente y 1.6 g/kg miel de ácido málico.  
El análisis de carbohidratos, reportó un contenido total de 81 %, congruente con el valor 
de sólidos solubles, medidos como 80.7 ºBrix. La relación fructosa-glucosa, fue de 1.1, 
con un aporte de 35.9 y 33.1 % respectivamente. Valores que concuerdan con lo 
establecido por la normatividad colombiana para mieles, y con la composición de una 
miel de abejas Apis mellifera, de origen multifloral. El promedio general de azúcares está 
alrededor del 80%, repartidos entre un 38 y 32% de fructosa y glucosa, respectivamente 
(Da Costa Leite. 2000; Cotte 2003; David W. Ball. 2007).  
En relación al contenido de sacarosa, dado que el valor reportado representa el 
contenido de disacáridos en la muestra, expresados como equivalentes de sacarosa 
puede decirse que esta miel, tiene un contenido aproximado de sacarosa de 10%, puesto 
que dentro del aporte general de disacáridos, se asume que componentes como maltosa, 
turanosa y demás aportan entre 2 y 3% del contenido total. 
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A través del análisis de minerales se encontró un contenido de potasio de 499ppm, 
seguido de sodio y calcio 125.7 y 121.8 ppm, respectivamente, y concentraciones de 
magnesio y hierro de 43.6 y 3.7 ppm, valores y relaciones propias de las mieles 
multiflorales (Terrab 2004). Sin embargo el contenido de zinc de 11.8 ppm, y cobre de 1.6 
ppm son cifras elevadas en comparación con el promedio de mieles multiflorales, 
resultado incluso superior a mieles de variedades uniflorales como las mieles de castaño 
y eucalipto, incluso comparable con las mieles de mielato (honeydew), características por 
su elevado contenido de minerales y alta conductividad (Terrab 2003; Küçük 2007). 
Con el estudio de la miel empleada, se confirmó la calidad fisicoquímica y organoléptica 
de la miel de trabajo, demostrando con esto que el estado cristalizado solo es un cambio 
físico en la apariencia de la miel debido a su alto contenido de azúcares y no afecta en 
absoluto la calidad del producto.  
 Caracterización microbiológica 
La miel empleada cumplió con los requisitos sanitarios establecidos, según se indica en 
la Tabla 3-2. Con lo cual se asegura que son muestras aptas para el consumo y no 
presentan riesgo al consumidor. 
Tabla 3-2. Caracterización microbiológica de miel de abejas Apis mellifera 
 Miel de Trabajo Mínimo Máximo 
Rcto mesofilos UFC/g 10-43 -- 100 
Rcto mohos, levadura UFC/g 10 -- 10 
Rcto coliformes UFC/g ND -- <10 
Rcto E.coli UFC/g ND -- <10 
ND: No Detectable 
El contenido de mohos y levaduras pese a estar dentro de los niveles reglamentarios, 
evidencia la necesidad de emplear algún sistema de higienización previo al proceso 
fermentativo, de modo que se pueda asegurar la inactivación de la flora presente en la 
miel para que no represente competencia a la acción fermentativa de las levaduras. 
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3.1.2 Levaduras evaluadas 
 Cuantificación de microogranismos 
Luego de 48h de incubación, la levadura L1: Uvaferm, presentó un contenido de células 
viables de  56.5X 109 UFC/g  y la levadura L2: Lalvin, un contenido de 151X 109 UFC/g.  
Valores adecuados de viabilidad según las referencias bibliográficas y las indicaciones 
del proveedor. Con esto se confirmó la actividad de las cepas empleadas.  
Además se validó el buen almacenamiento que en la Universidad Técnica de Ambato se 
dio a la levadura L2, puesto que su fecha de apertura se remonta ocho meses atrás del 
inició de este proyecto. 
Figura 3-1 Recuento en placa de las levaduras comerciales L1 y L2 en medio YPG 
 
 Pruebas de tolerancia 
El estudio de resistencia frente a diferentes concentraciones de etanol, glucosa y 
metabisulfito, se resume en la Tabla 3-3. Donde se muestra el conteo de células viables 
obtenido luego de incubar las levaduras en diferentes concentraciones de los parámetros 
evaluados.  
Tabla 3-3. Respuesta de tolerancia de las levaduras de trabajo.  
Recuento de células viables en UFC/g 
 
Medio de 
crecimiento 
normal 
Medio con adición 
de glucosa 
Medio con adición 
de etanol 
Medio con adición de 
metabisulfito 
LEVADURA 4% 10% 20% 4% 8% 12% 
100 
ppm 
250 
ppm 
500 
ppm 
L1 56.5 X 10
9
 1.3*10
7
 1.3*10
7
 1.2*10
6
 5*10
6
 3*10
6
 4*10
6
 1.25*10
6
 1.25*10
6
 0.00 
L2 151 X 10
9
 1.1*10
7
 1.6*10
7
 1.5*10
6
 1*10
7
 7*10
6
 3*10
6
 1.25*10
6
 1.0*10
6
 0.00 
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Se comprobó la resistencia de estas cepas frente a concentraciones elevadas de alcohol 
y azúcares. Lo cual sirvió además para identificar los límites de trabajo en los que se 
mantiene una buena respuesta de crecimiento por parte de la levadura.  
El estudio de resistencia frente a metabisulfito determinó que en concentraciones 
extremas de 500ppm se inactiva el crecimiento de estas levaduras, sin embargo dentro 
del límite de uso permitido en vinos, se mantiene un adecuado nivel de viabilidad por 
parte de las levaduras evaluadas (ICONTEC 2001; Iñigo 2009).  
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3.2 Fase 1: Ensayos preliminares para la selección de los 
parámetros de fermentación 
Se presenta a continuación los resultados de la primera fase de experimentación, 
divididos según las etapas determinadas en la sección 2.5 de este documento.  
3.2.1 Etapa I. Determinación de la concentración de azúcares en 
el mosto de fermentación 
 Seguimiento de la acidez y pH en la fermentación 
Según la normatividad estipulada para bebidas tipo vino, el rango de acidez total es de 
3.8 a 8.0 g/L de ácido tartárico [36]. En esta primera sección de ensayos, la acidez 
titulable promedio alcanzó un valor final de 3.5 g/L, expresados como ácido tartárico.  
A través de los ensayos E17 y E19 se obtuvieron niveles de hasta  5g/L durante el quinto 
día de fermentación, sin embargo con el paso del tiempo y el desarrollo general de la 
reacción, estos valores descendieron hasta el rango de 3.5 y 4.0 g/L. Comportamiento 
más marcado para los ensayos con las levaduras L1 y L2.  El ensayo E22, no presentó 
mayores incrementos de acidez, y su valor final de 3.0g/L fue el mayor aporte obtenido 
durante el proceso.  
Este comportamiento diferenciado en el desarrollo de la acidez, debe analizarse desde 
diferentes perspectivas. Por un lado, el metabolismo de las levaduras  y la diferencia de 
cepas contribuyen al desarrollo final de acidez. Cepas especializadas en producción de 
vino, tienen una mayor capacidad de generación de ácidos, mientras que las cepas de 
panificación, están diseñadas para una baja generación de acidez. 
Por otro lado, las características del mosto pueden influenciar el desarrollo general de la 
acidez a lo largo del proceso. El contenido de componentes para la generación de ácidos 
no solo debe soportar la fase inicial de crecimiento de las levaduras, sino que tiene que 
ser suficiente para mantener toda la fase de reproducción y mantenimiento de las células. 
Posible razón por la que se generaron los sobresaltos de acidez luego del día quinto de 
proceso. 
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Además con base en la caracterización de la materia prima se vio que la miel tiene un 
buen aporte de minerales, con un importante contenido de calcio y potasio; y se ha 
demostrado que la presencia de ciertos minerales en el mosto reacciona con los ácidos, 
generando sales, que en cierta medida amortiguan el desarrollo de la acidez (Lorenzo ; 
Morris 1983; Cramer 2002).  
Figura 3-2. Acidez titulable en la fermentación de los ensayos preliminares en la Etapa I. 
Ensayos de dilución E17 (17ºBx), E19 (19ºBx), y E22 (22ºBx). Evaluados a través del uso de diferentes 
levaduras de fermentación:    a) Levadura L1.   b) Levadura L2.   c) Levadura L3.  
 
 
Datos expresados en gramos de ácido tartárico por litro de muestra (g/L), como el promedio ± el error típico 
de tres experimentos independientes, p<0.05 para datos entre repeticiones. 
En cuanto a la evaluación del pH, hay que tener en cuenta que para estos ensayos el 
nivel del pH en el mosto inicial se ajusto alrededor de 3.6, y con el desarrollo de la 
fermentación este valor alcanzo un nivel final promedio de 3.4;  apropiado para el rango 
de pH de 2.8 a 3.8, determinado en la normatividad para bebidas tipo vino.  
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Como era de esperarse a medida que incrementó la acidez, se generó un ligero 
descenso del pH de las muestras evaluadas Figura 3-3. Por lo tanto se pensó en la 
posibilidad de encontrar una correspondencia para estas dos variables, sin embargo, el 
análisis por mínimos cuadrados ordinarios no presentó índices de correspondencia 
superiores al 70% y los índices de validación del modelo de correlación entre variables, 
fueron aún más bajos, con niveles de error del 30%.  
De modo que la posibilidad de desarrollar un sistema de correlación entre pH y acidez 
titulable, que facilitaría el control de la fermentación a nivel campo, resulta improbable, 
más aún para éste sistema, donde la evaluación de la acidez, deja claro que el 
comportamiento a lo largo del proceso está influenciado por la actividad metabólica de 
las levaduras y la influencia de los componentes del medio. 
Figura 3-3. Seguimiento del pH en la fermentación de la Etapa I de ensayos preliminares 
Ensayos de dilución E17 (17ºBx), E19 (19ºBx), y E22 (22ºBx). Evaluados a través del uso de diferentes 
levaduras de fermentación:    a) Levadura L1.   b) Levadura L2.   c) Levadura L3.   
. 
 
Datos expresados como el promedio ± el error típico de tres experimentos independientes,  
p<0.05 para datos entre repeticiones 
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Determinación de la acidez volátil 
La normatividad colombiana para licores tipo vino, establece como contenido máximo de 
ácido acético, una concentración de 1.2 g/L (ICONTEC 2001).  Superior a este nivel, se 
deteriora la calidad sensorial del producto, y se afecta la calidad microbiológica por la 
presencia de bacterias acéticas que durante la maduración del producto perjudicarán en 
mayor medida su calidad general. 
En este ensayo, se determinó la acidez volátil final, en función del contenido de ácido 
acético. A través de un sistema cromatográfico para determinación y cuantificación de 
volátiles detallado en el numeral 2.3.2.  
Los ensayos E17 y E19 generaron niveles inferiores a 2.0 g/L, en la mayoría de los 
ensayos para cada una de las tres levaduras evaluados. El ensayo E22 desarrolló una 
concentración de 6.0 g/L, para la mayoría de los ensayos desarrollados con la levadura 
L2, no obstante, no fue un comportamiento comparable entre levaduras, puesto que en 
los ensayos con la levadura L3, fue el ajuste de 22 ºBx (E22) el que presentó el menor 
nivel de acético final.  
De momento, el desarrollo de esta variable no se ajusta a un comportamiento de un 
metabolismo específico o a la influencia de un componente en el mosto de fermentación. 
Y está claro que su control en el producto final va más allá de un simple ajuste de sólidos 
en el medio de fermentación. Por lo tanto no representó en este ensayo un parámetro 
decisivo, y se convirtió en una variable a controlar en los ensayos siguientes. 
Figura 3-4. Contenido de ácido acético en el producto final de la Etapa I de ensayos 
preliminares 
Ensayos de diluciones E17 (17ºBx), E19 (19ºBx), y E22 (22ºBx). Evaluados a través del uso de diferentes 
levaduras: L1, L2 y L3.   
 
Datos expresados en gramos de ácido acético por litro de muestra evaluada, como el promedio ± el 
porcentaje de error típico de tres experimentos independientes. 
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 Determinación de la producción de alcohol durante el proceso 
Determinación del grado alcohólico 
La normatividad establece el valor de 6% como contenido mínimo de alcohol para 
considerar una bebida tipo vino. Además para el caso de vinos de miel, diferentes 
estudios han mostrado que el valor promedio final de alcohol está alrededor de 10% 
(Mendes-Ferreira 2010).  En este caso se obtuvo un grado alcohólico promedio de 9%, 
con un buen desarrollo de producción luego del quinto día de proceso Figura 3-5. 
Resultados que no se detallan, mostraron como transcurridos 19 e incluso 25 días de 
proceso, no se generó una cantidad de etanol significativamente mayor como para 
incrementar el tiempo de proceso por encima de los 15 días establecidos inicialmente. 
Figura 3-5. Grado alcohólico obtenido a partir de diferentes de las diferentes diluciones 
de miel fermentadas 
Ensayos E17 (17ºBx), E19 (19ºBx), y E22 (22ºBx). Evaluados a través del uso de diferentes levaduras:  
a) Levadura L1.   b) Levadura L2.   c) Levadura L3. 
 
Datos expresados en porcentaje %p/V,  como el promedio ± el error típico de tres experimentos 
independientes, p<0.05 para datos entre repeticiones. 
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Determinación y cuantificación de metanol, etanol y congéneres 
Adicional a la determinación de grado alcohólico se realizó un análisis cromatográfico a 
través del que se identificó y cuantificó el contenido de los alcoholes y productos volátiles 
generados en el proceso.   
Se determinó el contenido de etanol con mayor precisión que la obtenida a través del 
análisis de grado alcohólico, sin embargo no se presentaron diferencias significativas 
entre resultados; de manera que el grado alcohólico representó una buena aproximación 
en la determinación de alcohol de estos ensayos.  
Tabla 3-4. Contenido de etanol en el producto final de la Etapa I de ensayos preliminares 
Ensayos E17 (17ºBx), E19 (19ºBx), y E22 (22ºBx).  
Evaluados a través del uso de diferentes levaduras: L1, L2 y L3. 
             Levadura   
Ensayo 
L1 L2 L3 
E17 9,99 ±0.1 10,3 ±0.2 10,4 ±0.1 
E19 9,88 ±0.2 9,22  ±0.2 8,21  ±1.2 
E22 8,10 ±0.3 8,78  ±0.4 8,00  ±1.1 
Datos expresados en porcentaje %p/v, como el promedio ± el error típico de tres experimentos 
independientes, p<0.05 para datos entre repeticiones. 
Sin embargo con estos resultados fue posible analizar una inhibición por sustrato donde 
a medida que se incrementó el nivel de azúcares en el sustrato el nivel de generación de 
etanol disminuyó significativamente. Quedando claro que en un nivel bajo de sustratos, 
de 17 ºBx, las levaduras lograron adecuarse más efectivamente, para generar una mayor 
producción de etanol. 
Este análisis abre la posibilidad para nuevos proyectos, en los que se planteen nuevos 
ensayos con concentraciones inferiores, para identificar lo que sería un punto óptimo de 
trabajo en función de la concentración de azúcares en el medio. 
Por otro lado, el contenido de metanol final no superó la concentración de 50ppm. 
Valores de control adecuados, según lo establecido en la normatividad, que determina la 
concentración de 300ppm, como el contenido máximo de metanol permitido en licores 
tipo vino (ICONTEC 2001).  
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Tabla 3-5. Contenido promedio de metanol obtenido durante la Etapa I de 
experimentación. 
Ensayos E17 (17ºBx), E19 (19ºBx), y E22 (22ºBx).  
Evaluados a través del uso de diferentes levaduras L1, L2 y L3. 
       Levadura 
Ensayo 
L1 L2 L3 
E17 0.00  ±0.2 14.91  ±0.1 0.00  ±1.4 
E19 28.19 ±0.1 19.49 ±0.2 29.49 ±1.3 
E22 28.18 ±0.8 19.99 ±0.2 51.40 ±1.1 
Datos expresados en ppm (mg de compuesto por litro de muestra),  
como ± porcentaje de error típico de tres ensayos independientes, con p<0.05 entre repeticiones. 
Adicionalmente se identificaron compuestos como acetaldehído, acetato de etilo, alcohol 
isoamílico, n-propanol, alcohol bencílico, 2-etilhexanol y metanol. El comportamiento 
general de los diferentes ensayos mostró valores similares de concentración entre los 
compuestos evaluados, con un contenido promedio de 200ppm, Figura 3-6.  
Según lo establecido en el estudio de vinos, este tipo de componentes volátiles, son 
adecuados para el desarrollo sensorial del producto si se encuentran por debajo de una 
concentración de 500 ppm. Si se supera este aporte, la calidad sensorial del producto se 
ve afectada. 
En general, el contenido de acetaldehído en los vinos se considera establece dentro del 
rango de100ppm hasta una concentración de incluso 600ppm. Concentraciones 
superiores  repercuten  en la generación de gustos oxidados que influencian 
negativamente la calidad sensorial (Suárez 2002) 
El alcohol bencílico, se asocia generalmente como un componente varietal propio de la 
uva, y puede desarrollarse en el proceso metabólico en la fermentación. No obstante su 
concentración no supera el valor promedio de 200ppm, concentraciones superiores 
generan modificaciones negativas dentro de las características sensoriales del producto 
(Hinohara 1976).  
El contenido de etil-hexanol, asociado a los hexanoles, se reconoce generalmente dentro 
de la escala de trazas; sin embargo una elevada concentración, puede generar 
sensaciones amargas en el producto final, ya que los hexanoles se relacionan con el 
desarrollo de aromas herbáceos dentro del vino (Suárez 2002). 
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En este caso, solo algunos ensayos E22 desarrollados con la levadura L2 presentaron 
elevadas cantidades de etilhexanol, acetaldehído y alcohol bencílico, así que aunque 
está claro que la generación de estos componentes se asocia directamente al 
metabolismo de la célula, puede que una alta concentración de sustrato favorezca en su 
desarrollo. Consideraciones que se tendrán en cuenta en la selección del ensayo final 
(González 2002; Suárez 2002).  
Figura 3-6. Contenido de componentes volátiles generados en los ensayos de la Etapa I 
Concentración en mg/L para los ensayos E17 (17ºBx), E19 (19ºBx), y E22 (22ºBx). Evaluados a través del 
uso de diferentes levaduras de fermentación:   a) Levadura L1.   b) Levadura L2.   c) Levadura L3.   
 
 
Datos expresados en mg de componente por litro de hidromiel. Como el promedio ± el error típico de tres 
experimentos independientes, p<0.05 entre repeticiones. 
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 Evaluación del consumo de sustrato 
Seguimiento del contenido de sólidos solubles  
En la producción industrial de vinos se considera que la fermentación alcanza su etapa 
final alrededor de un nivel de 4ºBx (Queris 2010). A través del monitoreo de los sólidos 
solubles en la fermentación se detectó un rápido descenso inicial, que con alrededor del 
día 14 de proceso se estableció en un valor de 4 – 5 ºBx.  
El ensayo E22 solo consiguió reducir el nivel de grados Brix a 8.0 - 7.5º. Muestra de la 
inhibición de sustrato existente en este ensayo, donde la levadura no logra desarrollar 
toda su capacidad de transformación de azúcares, que le hace tener una fase de 
adaptación más larga con lo que este proceso pierde rendimiento y productividad.  
Por otro lado el Ensayo E17 y parcialmente el ensayo E19, mostraron un corto periodo 
inicial de adecuación, donde se el descenso en el nivel de sólidos solubles fue muy leve, 
seguido a esto, alrededor del cuarto y el décimo día de proceso se presentó un constante 
y significativo descenso en la concentración de azúcares, puede decirse que el nivel de 
grados Brix descendió en una tasa de 1.5º por día. Esto se asocia a la alta demanda de 
sustrato por parte del crecimiento exponencial que están experimentando las levaduras 
en este periodo. Del mismo modo la estabilización en la variación de este parámetros 
hacia el final del proceso, se asocia al momento final del ciclo de las levaduras, en el que 
cesa su actividad de transformación de azúcares (Nielsen 2003). 
Consumo porcentual de sustrato 
Se evalúo el contenido final de azúcares mediante cromatografía líquida. El contenido de 
sacarosa en las muestras finales, estuvo por debajo del límite cuantificable, de modo que 
se asume que este azúcar fue transformado efectivamente en glucosa y fructosa para ser 
consumido por las levaduras del medio.  
El contenido final de glucosa y fructosa se detalla en la Tabla 3.6. En general la fructosa 
no logró consumirse por completo, lo que abrió la posibilidad de contemplar un 
comportamiento diauxico en el consumo de sustrato por parte de las levaduras; que las 
llevan a agotar en primer lugar la fuente de glucosa, para luego continuar con las otras 
fuentes de energía presente, en este caso fructosa (Nielsen 2003). Hipótesis que se 
evaluó con detenimiento en el desarrollo experimental de la Fase 2. 
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Tabla 3-6. Contenido de monosacáridos finales en la Etapa I de ensayos preliminares 
Datos expresados en mg/L, como el promedio ± porcentaje de error típico de tres ensayos independientes. 
 
E17 E19 E22 
 
Glucosa Fructosa Glucosa Fructosa Glucosa Fructosa 
L1 6,08 ±0.05 6,48 ±0.08 5,78 ±0.15 6,65 ±0.12 6,72 ±0.12 6,46 ±0.12 
L2 -- 13,02 ±0.10 -  9,00 ±0.11 6,86 ±0.11 6,69 ± 0.11 
L3 -- 9,30 ±0.11 5,86 ±0.15 9,35 ±0.13 6,83 ±0.12 6,68 ±0.12 
 
La evaluación del consumo porcentual de sustrato, se realizo con base en el contenido 
inicial de azúcares y el aporte final de los monosacáridos, expresado en función glucosa. 
Esto permitió ver que en todos los ensayos las levaduras alcanzaron un buen nivel de 
consumo de sustrato, sin embargo en ninguno de los ensayos, se obtuvo un nivel 
superior a 95%, de modo que en esta etapa de ensayos las levaduras no lograron 
desarrollar una alta capacidad de fermentación. Aspecto que debe analizarse con detalle 
en las siguientes etapas de estudio. 
Tabla 3-7. Porcentaje de consumo de sustrato 
 
E17 E 19 E 22 
L1 92.7 93.5 94.1 
L2 92.4 95.3 93.9 
L3 94.6 92.0 93.9 
 Evaluación cinética de la fermentación evaluada en la Etapa I de ensayos 
Según lo descrito en el numeral 2.4.2 se determinaron los parámetros cinéticos del 
sistema estequiométrico de la ecuación 2-2. Valores con los que se determino un modelo 
aproximado de la tasa de consumo de sustrato en función de la concentración de 
sustrato. Este análisis mostró que el ensayo E17 mantenía una tasa de consumo superior 
a los ensayos E19 y E22, en todo el rango de concentraciones evaluado.   
Sin embargo esta aproximación cinética contempló el proceso como un simple modelo de 
reacción de primer orden, donde el reactivo A genera el producto B y donde el 
incremento de la concentración de sustrato, incrementa la tasa de consumo y la 
diferencia entre ensayos es la pendiente con la que este incremento se genera.  
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Afirmación equívoca para este sistema, pues la generación de alcohol no es 
directamente proporcional con el consumo de glucosa; el proceso de fermentación debe 
estudiarse desde el sistema metabólico de las levaduras, las cuales han mostrado un 
claro comportamiento de inhibición por sustrato.  
En general el estudio de las levaduras acepta la cinética de Monod, Ecuación 1-3, quién 
propuso una expresión similar a la ecuación de Michaelis-Menten de velocidad de 
reacción enzimática, sobre esta expresión, se pueden introducir nuevas modificaciones, 
que incluyan por ejemplo, la existencia de varios substratos limitantes o la presencia de 
factores inhibitorios que afectan a la velocidad de crecimiento específica. 
La expresión de la inhibición por el propio sustrato, como sucede en este ensayo se 
reconoce como inhibición acompetitiva, que se evalúa a través de la siguiente ecuación: 
 
Ecuación 3-1. Cinética de inhibición por sustraro 
Sin embargo el análisis de este modelo requiere no solo contar con los datos de la 
concentración de sustrato durante el proceso, sino también con los datos de la 
generación de biomasa, para obtener con estos, una expresión de la velocidad específica 
y evaluar el sistema a través de las constantes de inhibición de cada ensayo.  
En función de los alcances planteados en este primer acercamiento a la evaluación de la 
obtención de hidromiel, se optó por descartar el estudio cinético.  
 
 Evaluación del rendimiento y la productividad del proceso 
Según se indicó en el numeral 2.5.1, esta serie de ensayos se realizó en frascos 
diseñados para llevar a cabo el proceso de cada muestra por separado (Figura 2-4). Del 
volumen inicial de mosto dispuesto en cada frasco, se obtuvo un volumen de producto de 
fermentación que fue centrifugado y filtrado para obtener el producto final. Un valor 
promedio de esta relación de volumen de mosto empleado y producto final obtenido con 
se tuvo presente en la evaluación de la productividad y el rendimiento del proceso. 
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Basados en el sistema estequiométrico establecido por Gay-Lussac el rendimiento 
teórico de la fermentación alcohólica es de 0.51 g etanol/g glucosa. En comparación con 
este valor, el ensayo E17 presentó el mayor rendimiento producto-sustrato frente a 
resultados como los del ensayo E22.  
Tabla 3-8. Rendimiento Yp/s obtenido para los ensayos evaluados en la Etapa I  
Datos expresados en gramos etanol producido por gramos de azúcares consumidos. 
 E17 E19 E22 
L1 0.496 0.435 0.355 
L2 0.462 0.400 0.385 
L3 0.417 0.366 0.351 
 
En la industria el proceso fermentativo alcanza un rendimiento del 87-93%, sin embargo 
el rendimiento experimental a nivel laboratorio varía entre 90 y 95% del teórico (Boudarel 
1984). Se identificó el Ensayo E17 el mayor rendimiento porcentual, mientras que con 
este análisis se vio claramente la influencia de la inhibición por sustrato presentada en el 
ensayo E22, ya que el rendimiento fue inferior incluso al 80%. 
 
Tabla 3-9. Rendimiento porcentual de los ensayos evaluados a través de la Etapa I 
 
E17 E19 E22 
L1 97.2% 85.3% 69.6% 
L2 90.6% 78.5% 75.6% 
L3 81.8% 71.9% 68.9% 
 
Finalmente, se evalúo la productividad máxima teórica en relación con quince días de 
proceso y la cantidad teórica de etanol esperada según la concentración de azúcares 
totales presentes en cada ensayo. Esta productividad se estableció en 5.83, 6.51 y 7.54 
gramos de etanol por litro de mosto por día de proceso, para los ensayos E17, E19 y 
E22, respectivamente.  
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Tabla 3-10. Productividad de los ensayos evaluados durante la Etapa I 
Datos expresados en gramos etanol producido por litro de mosto por día de proceso 
 E17 E19 E22 
L1 5.33 5.27 4.32 
L2 5.52 4.92 4.68 
L3 5.65 4.38 4.27 
El ensayo E17 alcanzó los valores de productividad más cercanos al máximo teórico para 
este ensayo; posicionándolos como la mejor opción de trabajo para la definición del nivel 
de dilución de miel en el sustrato de fermentación, según el planteamiento de esta etapa 
de evaluación. 
 Análisis estadístico 
La concentración inicial de miel en la dilución del sustrato de fermentación, se seleccionó 
en función de cada una de las variables evaluadas. Los parámetros de selección 
obedecieron tanto al cumplimiento de la normatividad como a la eficiencia del proceso, y 
a su influencia en el deterioro o beneficio de las características sensoriales del producto. 
En primer lugar, se evalúo la acidez. Un excesivo incremento de la acidez puede 
asociarse a la presencia de bacterias anaeróbicas y/o acéticas; que conllevan un 
deterioro en la calidad sensorial del producto. Así mismo, un débil desarrollo de la acidez 
afecta la calidad microbiológica sobre todo para durante las etapas de almacenamiento y 
maduración. Además, dado que la acidez está relacionada con el desarrollo del ‘flavour’, 
un nivel de acidez muy bajo dejaría al producto final con un sabor plano, no 
representativo de un licor tipo vino (Lamikarra 1997; Liu 2002). Por lo tanto se busca que 
el producto final tenga un nivel intermedio de acidez, que este dentro de los límites 
establecidos por la normatividad. 
En esta etapa de evaluación, el desarrollo de acidez no fue muy alto, de hecho la 
mayoría de los ensayos presentaron una acidez alrededor de 3.5 g/L. Los ensayos E17 
mostraron la mejor acidez, con un valor promedio de 3.8g/L y un pH alrededor de 3.4. 
Mientras que en el ensayo E22, la acidez entre 2.8 y 3.4g/L, representó un nivel muy 
bajo, que se encuentra por fuera de los límites establecidos, con lo que no se puede 
asegurar la calidad microbiológica o sensorial del proceso.  
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El análisis estadístico no mostró diferencias significativas entre ensayos; p=0.1007 para 
la evaluación de la acidez y p=0.3556 en la evaluación del pH. Por lo tanto no representa 
por tanto un parámetro decisivo para el proceso, sin embargo, es necesario tener en 
cuenta la influencia sobre las características sensoriales y microbiológicas que una 
acidez muy baja puede generar en el producto final. 
La evaluación de los alcoholes presentes en el producto es un parámetro de importancia 
en la selección del proceso. Por un lado está en directa relación con el nivel de 
producción, que se refleja en el contenido de etanol final; además se relaciona con la 
calidad del producto final, pues la presencia y concentración de determinadas especies 
influye en la aceptabilidad tanto sensorial como legal.  
En cuanto al contenido de etanol, se encontraron diferencias significativas entre los 
ensayos E17 y E22 (p=0.025). Siendo el ensayo E17 el que alcanzó el mayor nivel de 
etanol. En la evaluación del contenido de metanol no se presentaron diferencias entre 
ensayos, sin embargo el bajo contenido obtenido en la mayoría de los ensayos, aseguró 
la calidad sanitaria del producto obtenido. 
Figura 3-7 Evaluación estadística del contenido de etanol en los ensayos experimentales 
de la Etapa I.  
Respuesta del análisis ANOVA de dos vías acoplado a la prueba de Tukey-Kramer, p=0.025.  
 
En cuanto al contenido de los demás componentes volátiles no se encontraron 
diferencias significativas entre ensayos, no obstante y como se comentó anteriormente, 
la elevada concentración de 2-etilhexanol, alcohol bencílico y acetaldehído del ensayo 
E22, hacen que este producto sea susceptible al desarrollo de sabores amargos y poco 
afines a lo esperado en vinos. 
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La evaluación del consumo de sustrato, no presentó diferencias significativas entre los 
valores finales obtenidos. Con lo que se dio paso al análisis de productividad y 
rendimiento del proceso.  
Figura 3-8 Evaluación del rendimiento producto-sustrato de los ensayos experimentales 
durante la Etapa I 
Respuesta del análisis ANOVA de dos vías acoplado a la prueba de Tukey-Kramer en la evaluación 
rendimiento del proceso de fermentación en cada ensayo, p= 0.0123. 
  
El ensayo E17 presentó un rendimiento significativamente mayor que el ensayo E22, con 
el nivel de productividad más cercano al máximo teórico calculado. En general a lo largo 
de esta etapa de ensayos preliminares se encontraron marcadas diferencias entre los 
ensayos 17 y 22; lo que permitió descartar rápidamente los ensayos hechos con la 
dilución de 22 ºBx. Sin embargo el ensayo E19 se desarrolló adecuadamente y sin 
mostrar mayores diferencias con respecto al ensayo E17. No obstantes el empleo de una 
dilución de 19 ºBx frente a una de 17, implica mayores costos de producción. Por lo cual 
representó una de las mejores opciones para definir la relación de miel en el mosto de 
fermentación. 
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3.2.2 Etapa II. Definición de la concentración de nutrientes en el 
mosto 
Con la concentración inicial de azúcares definida, se dio paso a la siguiente etapa de 
ensayos donde se seleccionó la concentración de nutriente. A continuación se muestran 
los resultados obtenidos.  
 Seguimiento de la acidez y el pH 
La acidez titulable del medio incrementó considerablemente durante los primeros días de 
proceso, tanto para los ensayos N4 como N8, llegando a un valor final promedio de 
3.5g/L. El ensayo N0, aunque presentó un incremento de la acidez a lo largo del tiempo, 
generó solamente una acidez final de 2.5g/L. 
Figura 3-9. Seguimiento de la Acidez titulable evaluada en el proceso de fermentación de 
la Etapa II  
Evaluación de la concentración de nutriente: N0 (0g/L), N4 (4g/L), y N8 (8g/L) empleando diferentes 
levaduras de fermentación: a) Levadura L1 b) Levadura L2 c) Levadura L3. 
  
 
Datos expresados en gramos de ácido tartárico por litro de muestra, como promedio ± el error típico de tres 
experimentos independientes, p<0.05 entre repeticiones. 
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Con esto se ve la importancia del aporte nutricional en el mosto para el adecuado 
desarrollo de acidez en el medio, ya que al no agregar una fuente nutritiva externa, la 
composición de la miel no es suficiente para que el desarrollo metabólico de las 
levaduras sea el adecuado.  
Por otro lado, elevar la dosis de nutrientes, no desencadena un mayor desarrollo de 
acidez, por el contrario, durante los primeros cinco días de desarrollo de la fermentación 
se mantiene un nivel de acidez comparable por el desarrollado con la dosis intermedia. Y 
luego de esto, disminuye ligeramente.  
Este análisis ha permitido ver como la concentración de nutrientes en el mosto está 
relacionada con el desarrollo de la acidez del vino de miel, sin embargo no es una 
correlación proporcional, que con mayor adición de una fuente nutricional mayor 
desarrollo de acidez final; debe encontrarse un nivel óptimo. Con lo que se abre una 
nueva línea de estudio para próximas investigaciones al respecto. 
En cuanto a la evaluación del pH, no se generó una alta variabilidad de los valores 
durante el proceso. Existió un leve descenso desde el valor 3.6 ajustado en el mosto 
inicial hasta el nivel final, alrededor de 3.4.  
Con el incremento de la acidez, es de esperarse un descenso de pH; y en algunos casos 
puede esperarse una correlación entre variables, sin embargo al analizar ambos 
comportamientos se ve que el descenso del pH es suave y controlado; frente a los 
cambios más marcados que se dan durante el incremento de la acidez. De hecho aunque 
el estudio estadístico de estos datos mostró para algunos ensayos índices de correlación 
superiores a 0.8, la tasa de error del modelo es del 20 % o incluso superior, si se 
analizan sistemas de validación con tal modelo. 
Con esto se muestra que no es un sistema en el que se pueda hablar de correlaciones 
entre estas dos variables. No obstante, si se relaciona el incremento de acidez con el 
desarrollo de ácidos débiles, propios del sistema metabólico en las mitocondrias de las 
células, puede decirse que este desarrollo de acidez no impacta significativamente el pH 
del medio y por lo tanto se tiene este comportamiento más controlado. 
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Figura 3-10 Comportamiento del pH en la fermentación de la Etapa II 
Evaluación de la concentración de nutriente: N0 (0g/L), N4 (4g/L), y N8 (8g/L) empleando diferentes 
levaduras de fermentación: a) Levadura L1 b) Levadura L2 c) Levadura L3. 
 
Datos expresados como el promedio ± el error típico de tres experimentos independientes,  
p<0.05 entre repeticiones 
 
Determinación de la acidez volátil 
La acidez volátil del producto final, mostró un mayor desarrollo para los ensayos N0, 
llegando a sobrepasar los límites establecidos de 1.2 g/L; no obstante se vio como con el 
incremento de nutriente hubo una reducción significativa en la producción de ácido 
acético. Incluso con el ensayo N8 los valores obtenidos estuvieron fuera del rango de 
cuantificación, lo que muestra que no hubo una generación apreciable de este ácido. 
De modo que así como el bajo nivel de nutrientes influye en el débil desarrollo de acidez 
del producto final, esta deficiencia de nutrientes parece modificar el metabolismo de las 
levaduras, llevándolas a generar mayor acidez volátil con la mayor producción de ácido 
acético. Efecto que es aún más marcado en levaduras como la L3, que al no ser 
especializadas para la fermentación alcohólica, se ve más afectada en este aspecto. 
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Figura 3-11. Contenido de ácido acético en hidromiel obtenido en la Etapa II 
Evaluación de la concentración de nutriente: N0 (0g/L), N4 (4g/L), y N8 (8g/L) empleando diferentes 
levaduras de fermentación: L1, L2 y L3. 
 
Datos expresados en gramos de acético por litro de muestra, Como el promedio ± el error típico de tres 
experimentos independientes, p<0.05 entre repeticiones. 
 Determinación de la producción de alcohol durante el proceso 
Determinación del grado alcohólico 
A través de la evaluación del grado alcohólico se hizo evidente que el Ensayo N0, 
presentó el nivel más bajo de producción, con una concentración de etanol de 8%.  
Se identificó en el ensayo N4, la mayor producción, con 10% de alcohol para el día 12 de 
fermentación. Al igual que se comentó anteriormente a mayor concentración de nutriente 
no hubo una mayor producción de alcoholes. Por el contrario, la Figura 3-12 muestra 
como el nivel de producción del ensayo N8 luego de alcanzar una concentración de 8-9% 
hacia el octavo día de proceso, se estabiliza en ese valor, sin generar mayor incremento 
a lo largo del periodo de fermentación restante.  
 
Esta respuesta puede asociarse, a una disminución en la velocidad de la fermentación, 
dado que con el mayor aporte de nutrientes del ensayo N8, se puede generar una posible 
inhibición de las levaduras por estrés osmótico, ya que aumenta la concentración de 
solutos en el medio por el incremento en la concentración de sales.  
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Figura 3-12. Grado alcohólico en hidromiel obtenido en la Etapa II 
Evaluación de la concentración de nutriente: N0 (0g/L), N4 (4g/L), y N8 (8g/L) empleando diferentes 
levaduras de fermentación: a) Levadura L1 b) Levadura L2 c) Levadura L3. 
 
Datos expresados en porcentaje % p/V, como el promedio ± el error típico de tres experimentos 
independientes, p<0.05 entre repeticiones. 
Determinación y cuantificación de metanol, etanol y congéneres 
Adicional al grado alcohólico se determinó mediante técnica cromatográfica el perfil de 
compuestos volátiles presentes en el producto final.  El alcohol isoamílico, fue uno de los 
componentes mayoritarios, con un aporte promedio de 200ppm. El acetaldehído, 
característico de los licores tipo vino, se presentó en una concentración media de 
150ppm. Concentraciones adecuadas para este producto, según se ha analizado 
previamente. 
No obstante los resultados con la levadura L3, que como se mencionó anteriormente 
parece ser la más afectada con el déficit de nutrientes, muestra un elevado desarrollo de 
2-etilhexanol y alcohol bencílico, cuando no se emplean nutrientes, ensayo N0. 
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Esto no solo, no permite asegurar la calidad sensorial del producto final; pues se 
reconoce que elevados contenidos de hexanoles se asocian al desarrollo de aromas y 
sabores amargos (Suárez 2002), sino que confirma que con el bajo nivel de nutrientes se 
afecta el metabolismo de las levaduras, sobre todo aquellas que no están especializadas 
en el desarrollo de fermentaciones alcohólicas. 
 
Figura 3-13 Contenido final de alcoholes superiores y compuestos volátiles obtenidos a 
través de la Etapa II de fermentaciones 
Evaluación de la concentración de nutriente N0 (0g/L), N4 (4g/L), y N8 (8g/L). Evaluados a través del uso de 
diferentes levaduras de fermentación: a) Levadura L1.   b) Levadura L2.   c) Levadura L3. 
 
Datos expresados en mg de compuesto por litro de muestra, como el promedio ± el error típico de tres 
experimentos independientes, p<0.05 entre repeticiones. 
 
 
0
100
200
300
400
500
600
C
o
n
te
n
id
o
   
p
p
m
 
0
100
200
300
400
500
600
C
o
n
te
n
id
o
 p
p
m
 
0
100
200
300
400
500
600
C
o
n
te
n
id
o
 p
p
m
 
N0 N4 N8c) 
b) a) 
Capitulo 3. Análisis y Discusión de Resultados 85 
 
El contenido de etanol y metanol se muestra en la Tabla 3-11. Cabe destacar que con 
ninguno de los ensayos realizados se sobrepasan los límites permitidos de metanol.  
Estos datos dejan claro que empleando únicamente los nutrientes de la miel, no se logra 
un adecuado proceso, pues el ensayo N0 logro los niveles más bajos de producción de 
etanol. 
Tabla 3-11 Contenido final de etanol y metanol en las fermentaciones de la Etapa II 
Datos con un error típico promedio de: 0.85, 0.37 y 0.19 para los ensayos N0, N4 y N8, respectivamente 
 
 
            Ensayo 
Alcohol 
             N0 N4 N8 
Etanol 
g/100ml 
L1           8,21 9,99 9,22 
L2           6,32 10,29 9,55 
L3           9,22 10,60 9,88 
 
   
Metanol 
en ppm 
L1            29,5 0,0 194,9 
L2              0,0 149,1 0,0 
L3            78,0 0,0 28,2 
 
 Evaluación del consumo de sustrato 
Contenido de sólidos solubles 
El seguimiento de sólidos solubles a lo largo del proceso, mostro que los ensayos N4 y 
N8 alcanzaron un nivel de 5 ºBx para el día doce de fermentación, sin embargo el ensayo 
N0 mostró un descenso más lento que luego de doce días de proceso aún se mantenía 
en un nivel promedio de 7 ºBx. De hecho a medida que los ensayos N4 y N8 mostraban 
un descenso de incluso dos grados Brix por día, durante los primeros días de proceso, el 
ensayo N0 tenía una tasa de descenso mucho más baja. De un grado o menos por día 
de proceso.  
Consumo porcentual de sustrato 
El contenido final de monosacáridos obtenidos por cromatografía líquida se empleó para 
identificar el consumo porcentual de azucares en el proceso, con base en una 
concentración media de azúcares iniciales de 170 mg/ml (17ºBx).  
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En general todos los ensayos mostraron un consumo superior al 90%. De modo que, 
para un contenido inicial de 170 mg/ml de azúcares, se tiene un buen nivel de consumo 
de sustrato. De modo que el aporte de nutrientes no entorpece la viabilidad celular ya 
que si se tiene un consumo casi total de sustrato, quiere decir que las levaduras 
presentaron su fase normal de crecimiento, aunque con variaciones en su metabolismo 
cuando se tuvo deficiencia nutritiva, según se analizó previamente. 
Tabla 3-12. Consumo porcentual de sustrato durante la Etapa II 
Correlación entre el contenido de sacarosa y fructosa final, y un contenido total de 170 g/L de azúcares 
iniciales. El contenido de monosacáridos final presentó un error típico promedio de 0.95, 0.17 y 0.91 para las 
tres muestras de datos de los ensayos N0, N4 y N8, respectivamente 
 
N0 N4 N8 
L1 94.14% 96.98% 93.11% 
L2 93.92% 97.09% 90.92% 
L3 95.66% 100.00% 95.66% 
 Determinación del rendimiento y la productividad del proceso 
El rendimiento producto-sustrato tuvo un nivel elevado para la mayoría de los ensayos, 
sin embargo a través del rendimiento porcentual fue más evidente que el ensayo N4 
presentó los valores más elevados. Adicionalmente cabe decir que en comparación con 
los rendimientos experimentales (Boudarel 1984), este ensayo presentó un buen 
desempeño como fermentación alcohólica a nivel laboratorio. 
Tabla 3-13 Rendimiento Yp/s obtenido para los ensayos evaluados en la Etapa II  
Datos expresados en g/g. Obtenidos a partir del contenido final de etanol de los ensayos N0, N4 y N8 que 
presentaron un error típico promedio de 0.85, 0.38 y 0.19 respectivamente.  
 
N0 N4 N8 
L1 0.4106 0.4850 0.4660 
L2 0.3167 0.5075 0.4942 
L3 0.4536 0.4989 0.4859 
 
Tabla 3-14. Rendimiento porcentual de los ensayos evaluados a través de la Etapa II 
 
N0 N4 N8 
L1 80.5% 95.1% 91.4% 
L2 62.1% 99.5% 96.9% 
L3 88.9% 97.8% 95.3% 
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En cuanto a la productividad, se dijo que para un nivel inicial de 17 ºBx, se espera un 
valor teórico máximo de 5.83 g/L-día. Y fue el ensayo N4 el que alcanzó los valores más 
altos y cercanos a este valor teórico. Mientras que con el ensayo sin adición de 
nutrientes, N0, la productividad presentó valores incluso de 3.37 g/L-día. 
Tabla 3-15 Productividad de los ensayos preliminares en la Etapa I 
Datos expresados en g/L-h. Obtenidos a partir del contenido final de etanol de los ensayos N0, N4 y N8 que 
presentaron un error típico promedio de 0.85, 0.38 y 0.19 respectivamente.  
 
N0 N4 N8 
L1 4.381 5.331 4.918 
L2 3.371 5.573 5.093 
L3 4.918 5.654 5.268 
 Análisis estadístico 
La evaluación de la acidez titulable final y la acidez volátil, mostró diferencias 
significativas entre ensayos, Figura 3-14. Del mismo modo el consumo porcentual de 
sustrato, presentó igualmente diferencias entre ensayos. 
 
A través de estos análisis se identificó el mayor nivel de acidez final y la mayor tasa de 
consumo de sustrato con el ensayo N4. El ensayo N8 desarrolló un menor nivel de 
acidez volátil que el ensayo N0 (p=0.027), sin embargo, no se encontraron diferencias 
significativas entre el contenido de ácido acético del ensayo N8 y el valor promedio de 
1.5g/L desarrollado por el ensayo N4.   
 
El desarrollo general de los ensayos N8, presentaron un estancamiento productivo luego 
del octavo día de fermentación, que detuvo el incremento de variables de proceso tan 
importantes como la acidez y la producción de etanol. Se asoció este comportamiento a 
la mayor concentración de nutriente, que con su aporte de solutos modificó el nivel 
osmótico del medio, y debilitó las funciones metabólicas de las levaduras. 
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Figura 3-14 Evaluación de la acidez titulable y consumo de sustrato en la Etapa II 
Respuesta del análisis ANOVA de dos vías acoplado a la prueba de Tukey-Kramer en la evaluación de la 
concentración de nutriente ensayos N0 (0g/L), N4 (4g/L) y N8 (8g/L). a) Acidez titulable medida en g/L, 
p=0.0001  b) Consumo porcentual de sustrato, p=0.0033 
             
Por otro lado, la serie de ensayos preliminares desarrollados como N4, presentó las 
mejores cifras de rendimiento y productividad. De hecho el rendimiento porcentual fue 
significativamente superior frente a las respuestas del ensayo N0, Figura 3-15. Así mismo 
la productividad del ensayo N4 fue significativa mayor (p=0.089) frente a los ensayos N0. 
No obstante entre los ensayos N4 y N8 la respuesta de rendimiento y la productividad 
presentó diferencias estadísticamente significativas. 
Figura 3-15. Evaluación del rendimiento porcentual en la Etapa II 
Respuesta del análisis ANOVA de dos vías acoplado a la prueba de Tukey-Kramer en la determinación de la 
concentración de nutriente, ensayos N0 (0g/L), N4 (4g/L) y N8 (8g/L). Evaluación del rendimiento p=0.05  
       
Se seleccionó el ensayo N4, con una dosis de nutriente, fosfato mono amonio dibásico 
de 0.4 g/L. Este ensayo presentó el mejor rendimiento y productividad para el proceso de 
obtención de hidromiel. Además presentó una controlada producción de compuestos 
volátiles y un buen desarrollo de acidez, que afectan benéficamente las características 
sensoriales del producto final. 
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3.2.3 Etapa III. Evaluación del pre-tratamiento realizado al mosto 
de fermentación 
Definida la concentración de azúcares y de nutriente en el mosto de fermentación, se  
procedió con la selección de un pre-tratamiento para higienizar el mosto y controlar la 
inocuidad del proceso desde su comienzo.  
Seguimiento del pH y la acidez del proceso 
El tratamiento por sulfitado al mosto (ensayo S), alcanzó una acidez titulable final de 
3.5g/L, mientras que el tratamiento térmico (ensayo P) se desarrolló un nivel de 2.5g/L. 
En el proceso se evidenció un acentuado incremento generado durante los ocho 
primeros días de proceso, con una posterior estabilización, Figura 3-16. Cabe anotar, que 
en comparación con etapas previas, a través del pre-tratamiento el desarrollo de la 
acidez mostró un comportamiento más controlado. 
Figura 3-16 Comportamiento de la acidez titulable en la tercera etapa de fermentación 
Ensayos con pretratamiento del mosto: S (sulfitado) y P (tratamiento térmico). Evaluados a través del uso de 
diferentes levaduras de fermentación: a) Levadura L1.   b) Levadura L2.   c) Levadura L3.  
 
 
 
Datos expresados en gramos de tartárico por litro de muestra; como el promedio ± el porcentaje de error 
típico de tres experimentos independientes, con p<0.05 para datos entre parejas de ensayos 
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El estudio del pH, presentó una notable variación para el ensayo S. Según se indica en la 
Figura 3-17. De modo que si asociamos de nuevo el tipo de ácido generado, puede que 
la presencia de los sulfitos en el medio, varíe un poco el metabolismo y pueda que se vea 
favorecida la producción de ácidos fuertes en ciertas partes del proceso. Este estudio 
requeriría por lo tanto una evaluación detallada del perfil de ácidos orgánicos, que se 
propondrá para posteriores investigaciones.  
Pese a estos cambios en el comportamiento del pH, con relación a las etapas 
anterioreos, el valor final de pH de los dos ensayos se ajustó dentro del rango 
establecido para las bebidas tipo vino. Iniciando con un ajuste de 3.6, alcanzan un valor 
final promedio de 3.3. 
Figura 3-17 Seguimiento del pH en los ensayos de fermentación de la tercera etapa de 
evaluación 
Ensayos con pretratamiento del mosto: S (sulfitado), P (tratamiento térmico). Evaluados a través del uso de 
diferentes levaduras de fermentación: a) Levadura L1.   b) Levadura L2.   c) Levadura L3. 
 
Datos expresados como el promedio ± el porcentaje de error típico de tres experimentos independientes,  
con p<0.05 para datos entre parejas de ensayos 
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Determinación de acidez volátil 
El ensayo P, sobrepasó el nivel límite de 1.2 g/L de contenido de ácido acético; mientras 
que los ensayos realizados por sulfitado (S), pese a que generaron una producción de 
ácido acético, presentaron un contenido inferior al valor límite establecido.  
Cabe destacar que a través del empleo de la levadura L1, el sistema de ensayos S, no 
presentó desarrollo detectable de acidez volátil y la levadura L3 generó el mayor 
contenido de este ácido, lo cual muestra nuevamente que la producción de esta acidez 
esté relacionada directamente con el sistema metabólico de las levaduras, y para 
aquellas cepas que no están especializadas en la fermentación etanólica, el proceso 
debe estar mucho más controlado, de lo contrario, la generación de volátiles como el 
acético se incrementa. 
Figura 3-18 Contenido de ácido acético en las muestras finales de la etapa III 
Ensayos con pretratamiento del mosto S (sulfitado), P (tratamiento térmico). Evaluados a través del uso de 
diferentes levaduras de fermentación L1, L2 y L3. 
 
Datos expresados en gramos de acético por litro de muestra; como el promedio ± el porcentaje de error típico 
de tres experimentos independientes, con p<0.05 entre repeticiones. 
 Evaluación de la producción de alcoholes en el proceso 
Determinación del grado alcohólico 
La determinación del grado alcohólico mostró una mayor producción de etanol mediante 
el ensayo S. Con un nivel de alcohol de 8-9%, similar a lo obtenido hasta el momento con 
los ensayos hechos previamente. El ensayo P por el contrario presentó una baja 
producción de alcohol, con un valor promedio de 7%.  
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En esta ocasión, la determinación alcohólica se realizó desde las etapas tempranas de la 
fermentación y se identificó un paulatino crecimiento acorde con el desarrollo de las 
levaduras en el medio.  
Se presentó durante los primeros días de fermentación un leve incremento en el 
contenido etanólico, que siguió a un marcado incremento en la producción de alcohol, 
hacia el octavo día de proceso, donde decreció la tasa de producción y empezó el 
proceso de estabilización. Esto concuerda con lo visto hasta ahora, donde entre el día 
quinto y octavo de proceso, se muestra el máximo desarrollo de las levaduras.  
Este comportamiento obedece además a lo visto a través del consumo de sustrato y el 
mismo desarrollo de la acidez en el medio. Razón por la cual esta etapa podría asociarse 
a la fase exponencial de crecimiento. Con su posterior estabilización hacia el noveno día 
de fermentación, donde en este caso en específico se estabilizó el contenido de alcohol 
generado.  
Determinación y cuantificación de metanol, etanol y congéneres 
Mediante el análisis cromatográfico se confirmó la mayor generación de alcohol por parte 
del ensayo S, el ensayo P por su parte, alcanzo niveles entre 9 y 11%, mientras que el 
ensayo S obtuvo valores promedio de 12%.  
Por otro lado, el contenido de metanol se mantuvo constante para los ensayos S, sin 
embargo los ensayos que emplearon el sistema térmico mostraron un notable incremento 
en la producción de metanol. Superando el rango permitido por la normatividad en licores 
tipo vino.   
El tratamiento térmico del mosto, generó al parecer, cambios en la composición de la 
miel que facilitan la producción de metanol. Lo cual no había sucedido en ocasiones 
anteriores trabajando con el mosto proveniente directamente de la dilución de la miel en 
agua. Por lo que este tratamiento térmico planteado no resulta ser adecuado para el 
proceso de obtención de hidromiel, ya que el elevado nivel de metanol que generó no 
puede permitirse en este tipo de productos. 
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Figura 3-19. Determinación del grado alcohólico en los ensayos de fermentación de la 
etapa III 
Ensayos con pretratamiento del mosto S (sulfitado), P (tratamiento térmico). Evaluados a través del uso de 
diferentes levaduras de fermentación: a) Levadura L1.   b) Levadura L2.   c) Levadura L3. 
 
Datos expresados como el promedio ± el porcentaje de error típico de tres experimentos independientes, con 
p<0.05 para datos entre parejas de ensayos 
 
 Tabla 3-16. Contenido de etanol y metanol en el hidromiel obtenido en la Etapa III de 
experimentación 
Datos de etanol expresados como %p/V. Obtenidos a partir del contenido final de etanol que presentaron un 
error típico promedio de 0.80 y 0.20. 
Etanol  L1 L2 L3 
P 11,54 8,94 9,04 
S 11,97 11,57 11,86 
 
Datos de metanol expresados en ppm; como el promedio de tres muestras independientes con un error típico 
promedio de 0.80, 0.30 y 0.09 respectivamente. 
 
L1 L2 L3 
P 849 714 759 
S 66 75 69 
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En cuanto a la producción de alcoholes superiores, el ensayo S, presentó un mayor 
aporte de alcohol isoamílico y acetaldehído. En esta ocasión, alcanzando 
concentraciones de 300ppm como máximo. Como se ha mencionado anteriormente, los 
vinos en general se reporta la presencia de estos componentes volátiles en rangos que 
van desde los 10 hasta los 400mg/L [40]; y se considera un rango normal para el 
contenido de acetaldehído el de 99-480ppm.  
Figura 3-20 Contenido de componentes volátiles en la fermentación de la etapa III 
Ensayos con pretratamiento del mosto: S (sulfitado), P (tratamiento térmico). Evaluados a través del uso de 
diferentes levaduras de fermentación: a) Levadura L1.   b) Levadura L2.   c) Levadura L3. 
 
Datos expresados en miligramos de componente por litro de muestra; como el promedio ± el porcentaje de 
error típico de dos experimentos independientes. 
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Se identificó también un desarrollo de furfural, que en etapas previas no fue significativo. 
Aunque se mantiene en niveles bajos para los ensayos por sulfitado, la aplicación del 
tratamiento térmico desarrollo un gran aporte de este componente, sobre todo con la 
levadura L2, que como en la mayoría de los componentes volátiles, se asocia a daños en 
las características sensoriales del producto final. 
Finalmente se resalta la elevada producción de propanol por parte de los ensayos que 
aplicaron el tratamiento térmico. En vinos, este componente suele aparecer en un rango 
de concentraciones de 11 a 68 ppm, y ya que en este caso resulta ampliamente 
superado, solo puede representar inconvenientes para el producto final, tanto a nivel 
sensorial como sanitario (normatividad que acepte el producto para el consumo). 
 Evaluación del consumo de sustrato 
Seguimiento de sólidos solubles 
En general se observó un descenso en el nivel de sólidos solubles, que para el ensayo 
por sulfitado alcanzo los 6 ºBx en el octavo día de proceso llegando finalmente a un valor 
promedio de 5 ºBx, por su parte el ensayo por tratamiento térmico, tuvo un nivel de  
7 ºBx para el octavo día de proceso. Los dos ensayos presentaron un buen ritmo de 
descenso y aunque el pre-tratamiento de sulfitado alcanzo disminuir más el nivel de 
sólidos en el medio, puede decirse que el consumo de sustrato promedio entre ensayos 
fue bueno. 
Consumo porcentual de sustrato 
Con base en los resultados obtenidos a través del consumo de sustrato y el nivel inicial 
de azúcares en el medio, se realizó un estimativo del grado de consumo de sustrato que 
se muestra en la Tabla 3-17.  
Se identificó un consumo aproximado del 97% para los ensayos por sulfitado, frente a un 
96% para el ensayo por tratamiento térmico. Así que se comprueba el buen nivel de 
consumo de sustrato que mostraron los dos ensayos. 
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Tabla 3-17 Grado de consumo de sustrato en la Etapa III de experimentación 
Correlación entre el contenido de sacarosa y fructosa final, y un contenido total de 170g/L de azúcares 
iniciales. El contenido de monosacáridos final presentó un error típico promedio de 0.73 y 0.27 para las tres 
muestras de datos de los ensayos P y S, respectivamente 
        Ensayo 
Levadura 
S P 
L1 97.4% 96.8% 
L2 97.3% 96.3% 
L3 97.5% 96.0% 
 Rendimiento y Productividad 
El ensayo que aplicó el pre-tratamiento por sulfitado presentó los mejores resultados en 
función del rendimiento porcentual. En cuanto al estudio de la productividad, calculada en 
5.83 g/L-día como la máxima teórica, el ensayo por sulfitado presentó los niveles más 
cercanos, sin embargo, el ensayo por pre-tratamiento térmico, presentó valores 
competitivos en estas dos variables, Tabla 3-18.  
Tabla 3-18. Evaluación del rendimiento porcentual y la productividad en la etapa III de 
fermentación 
Datos expresados como porcentaje del rendimiento y gramos de etanol producido por litro de mosto por día 
 P S 
L1 96.6% 98.0% 
L2 83.2% 97.0% 
L3 83.9% 96.1% 
 
Esto indica que los ensayos P, logran desarrollar adecuadamente la fermentación, pese a 
las posibles variaciones que se den sobre el sustrato y que parecen afectar directamente 
el metabolismo de las levaduras y su producción de componentes volátiles. 
 Evaluación sensorial  
En general el producto presentó una buena aceptabilidad con respecto a su aroma, sin 
generarse diferencias significativas de la respuesta entre ensayos. El ensayo por 
sulfitado generó cierto rechazo, principalmente en las muestras fermentadas mediante la 
levadura L3, Figura 3-21. Que como se vio anteriormente tuvo un desarrollo anormal de 
furfurales que puede influir en la aceptación del consumidor. 
 P S 
L1 5.55 5.59 
L2 4.77 5.50 
L3 4.82 5.44 
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Figura 3-21. Evaluación del aroma de los productos obtenidos en la etapa III 
Ensayos con pretratamiento del mosto S (sulfitado), P (tratamiento térmico). Evaluados a través del uso de 
diferentes levaduras de fermentación: a) Levadura L1.   b) Levadura L2.   c) Levadura L3. 
 
 
Este análisis permitió tener un primer acercamiento del consumidor al producto y evaluar 
su respuesta, frente a una variable tan importante en vinos, como lo es el aroma. Sobre 
todo cuando a lo largo de estas etapas de estudio, el contenido de componentes volátiles 
ha resultado ser un parámetro de amplia variación. De modo que un desarrollo 
controlado y por debajo de concentraciones de 400ppm como mostraron las levaduras L1 
y L2, corresponde a una buena aceptación del aroma del producto. 
 Análisis estadístico 
La evaluación de la acidez titulable final, presentó diferencias entre ensayos, siendo la 
respuesta de los ensayos S, significativamente superior a la acidez final alcanzada por el 
ensayo P. La evaluación tanto del pH como de la acidez volátil no presentaron 
diferencias estadísticas. Sin embargo, el contenido de ácido acético, que estuvo por el 
orden de 1.0g/L para el ensayo S, alcanzó valores de 2.0g/L en los ensayos P. De modo 
que sobrepasa los límites establecidos por la normatividad. 
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El consumo porcentual de sustrato mostró valores significativamente superiores para el 
ensayo S, donde se alcanzó un porcentaje de hasta el 97% del consumo de los azúcares 
fermentables presentes en el sustrato. Esto generó a su vez una buena cinética en el 
proceso, que se reflejó en el tiempo de proceso y el nivel de producción de etanol. 
Figura 3-22 Análisis de la acidez titulable y contenido de metanol en la Etapa III 
Respuesta del análisis ANOVA de dos vías acoplado a la prueba de Tukey-Kramer en la evaluación del pre-
tratamiento del mosto S (Sulfitado), P (Tratamiento térmico) a) Acidez titulable en g/L, p=0.018   
b) Contenido de Etanol en ppm, p=0.04 
 
       
 
Al evaluar el contenido de etanol generado, se encontró que la respuesta de la levadura 
L1 en los ensayos P, fue comparable con el nivel de alcohol alcanzado por los ensayos 
S. Sin embargo el resto de pruebas con los ensayos P, fueron significativamente 
inferiores al valor de etanol conseguido mediante el pretratamiento por sulfitado (p=0.02). 
El contenido de metanol mostró un nivel significativamente superior (p=0.0034) para el 
tratamiento térmico, superior incluso a los límites sanitarios de 300ppm. Lo que hizo 
inviable el producto obtenido a través de este ensayo. 
A lo largo de la Etapa II, el ensayo por pre-tratamiento térmico mostró un bajo nivel de 
desarrollo tanto por el leve incremento de la acidez titulable, como por el comportamiento 
en el consumo de sustrato. Con lo que se identificó la susceptibilidad del mosto de miel 
frente a la temperatura, ya que en menor o mayor medida se modificó la estructura del 
sustrato, disminuyendo consigo el rendimiento del proceso fermentativo. 
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Figura 3-23. Evaluación del contenido de metanol en la Etapa III 
Respuesta del análisis ANOVA de dos vías acoplado a la prueba de Tukey-Kramer en la evaluación del pre-
tratamiento del mosto S (Sulfitado), p=0.0034 
 
Pero sobretodo se alteró la generación de subproductos, ya que los ensayos 
desarrollados a través de este pre-tratamiento, presentaron componentes como furfural, 
poco habituales en las bebidas tipo vino y que por lo tanto pueden disminuir la calidad 
sensorial del producto. Sin embargo es la elevada producción de metanol la que más allá 
de los bajos rendimiento obtenidos, hace que se descarté esta opción de pre-tratamiento 
térmico. 
Se seleccionó el pre-tratamiento por sulfitado con adición de 100ppm de metabisulfito de 
sodio. Este ensayo no solo tuvo una buena tasa de consumo de sustrato, sino que 
presentó niveles controlados de acético y metanol, que cumplen con la normatividad 
sanitaria. Del mismo modo que la acidez titulable final del producto logró estar dentro del 
rango establecido para vinos. Además presento muy buenos niveles de rendimiento y 
productividad. 
El ensayo por sulfitado, presentó las cifras más altas, con un rendimiento porcentual 
cercano al 98% y una productividad de 5.50 g/L-día, que representa casi el 95% de la 
productividad máxima calculada para este ensayo. Valores significativamente superiores 
a los reportados por el ensayo del pre-tratamiento térmico, p de 0.038 para la evaluación 
del rendimiento porcentual y p de 0.04 para la evaluación de la productividad. 
. 
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3.3 Fase 2 Establecimiento semi-piloto del proceso 
Con la selección de los parámetros del proceso se dio paso a la segunda Fase 
experimental que centro esfuerzos en recortar los tiempos de operación y mejorar en 
conjunto la respuesta de las variables evaluadas, a través de la implementación de una 
activación previa de la levadura. Para finalmente implementar a un nivel semi-piloto el 
proceso, asegurando el control de las condiciones generales. 
3.3.1 Etapa I. Control y mejoramiento en la respuesta de los 
parámetros de evaluación del proceso 
 Activación y selección de las levaduras de trabajo  
Finalmente se incluyó un periodo de activación previa para las levaduras, que busca no 
solo mejorar la respuesta de rendimiento y productividad, sino tener mejor controladas 
las variables evaluadas hasta el momento.  
Con esto además se dio paso a la selección de la mejor levadura para la fermentación y 
el recorte del tiempo de proceso. Teniendo en cuenta las etapas en el desarrollo de las 
levaduras que se evidenciaron a lo largo del análisis de la primera fase de ensayos.  
A continuación se muestran los resultados obtenidos en esta etapa de activación previa 
de la levadura.  
Seguimiento del pH y la acidez 
Luego del proceso de activación realizado, se monitoreo el comportamiento de la acidez 
y el pH. El pH presentó un descenso leve, desde el valor de 3.5-3.6 del mosto, hasta un 
valor final promedio de 3.1, que se ajustó correctamente dentro del rango esperado en 
productos tipo vinos. De hecho, presento un nivel más bajo de los que hasta ahora se 
habían conseguido durante la primera etapa de ensayos, donde el pH final promedio 
estaba alrededor de 3.2.  
La acidez incremento paulatinamente presentando cierta variabilidad durante el proceso, 
sobre todo a través de los ensayos con la levadura L3, Figura 3-24. Este ensayo junto 
con la respuesta de la levadura L2, alcanzaron un valor final de 3.9 g/L. Mientras que la 
fermentación con la levadura L1, llegó a un valor final de acidez de 4.1 g/L. No obstante, 
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el comportamiento general mostró un mejor desarrollo de acidez a lo largo del proceso, 
en comparación con lo obtenido hasta el momento en los ensayos de la primera fase.  
Figura 3-24. Comportamiento del pH y la acidez de la fermentación 
a) Seguimiento de la Acidez y b) Seguimiento del pH En el proceso de activación con el uso de diferentes 
levaduras de fermentación: Levadura L1, Levadura L2.  Levadura L3. Datos expresados como el promedio ± 
el error típico de tres experimentos independientes, p<0.05 entre repeticiones. 
 
Esto muestra el benefició del sistema de activación, además, en resultados que no se 
detallan acá, se vio como estos valores se establecieron hasta luego del día doce de 
proceso, y son comparables con los que se obtenían en la primera fase, para el día 
quince de fermentación. Razón por la que se decidió evaluar el final de la fermentación 
alrededor del décimo día de proceso, ya que mantener la fermentación más allá de este 
periodo, donde los cambios son ya mínimos, solo disminuye la productividad e 
incrementa los costos del proceso.  
Determinación de la acidez volátil 
El ácido acético generado en las muestras estuvo muy por debajo de los niveles 
permitidos, e incluso por debajo del rango de acidez volátil desarrollado hasta ahora en 
previos ensayos. Esto aseguró no solo la calidad del producto final respecto a la acidez 
volátil; ya que en ninguna de los tres ensayos se superó el nivel de 1.2 g/L (ICONTEC 
2001), sino que mostró que la previa activación de las levaduras si permite un mejor 
control en la respuesta de estas variables. 
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Figura 3-25. Acidez volátil en la Fase II de fermentación 
En el proceso de activación con el uso de diferentes levaduras de fermentación: L1, L2 y L3. 
 
Datos expresados en gramos de acético por litro de muestra, como el promedio ± el error típico de tres 
experimentos independientes, p<0.05 entre repeticiones. 
 
Determinación de los alcoholes producidos 
Se determinó el contenido de etanol luego del primer día de fermentación y durante los 
tres días finales de proceso. Estos resultados se muestran en la Tabla 3-19.  
Se encontró un nivel promedio de 9.3% de etanol al final del proceso en las tres 
levaduras evaluadas. Frente al 10% de promedio que se logró anteriormente con quince 
días de proceso, se consideró un buen nivel de alcohol teniendo en cuenta que se redujo 
el tiempo de proceso a diez días. 
 
Cabe destacar que la levadura L1, pese a generar el menor contenido de etanol luego del 
primer día de proceso, al final de la fermentación fue el ensayo que mayor contenido 
alcohólico presentó. Lo que indicó a priori, el buen rendimiento de esta levadura, 
observación que se dio también en la evaluación de la acidez titulable. 
 
Tabla 3-19 Seguimiento del Contenido de etanol en la Fase II de evaluación 
Datos expresados como porcentaje %p/V (g/100ml), como el promedio de tres ensayos realizados, con un 
error típico promedio de 0.95 
           Levadura 
Día 
L1 L2 L3 
1 4.961  5.470 5.333 
8 8.906 8.986 8.903 
9 9.083 9.051 9.068 
10 9.483 9.156 9.314 
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Por otro lado, el aporte de componentes volátiles como acetaldehído, alcohol isoamílico, 
y acetato de etilo, estuvo dentro de una concentración inferior a los 200ppm, en 
promedio.  Este nivel no afecta la calidad sensorial del producto; por el contrario, es un 
aporte que permite realzar aromas y gustos en el producto final, ya que como se ha 
mencionado a lo largo del documento, en relación con el vino, componentes como 
acetaldehído, acetato de etilo, n-propanol, isobutanol y otros alcoholes amílicos, se 
reportan en productos de buena calidad en concentraciones de hasta 400mg/L [40], [41].  
El nivel de metanol generado, estuvo fuera del límite de cuantificación y se confirmó 
además la ausencia de compuestos como el etil-hexanol o furfural, que si se salen de los 
límites de control, afectan negativamente al producto final. 
Figura 3-26. Componentes volátiles en fase II de fermentación 
Evaluación del proceso de activación con el uso de diferentes levaduras de fermentación: Levadura L1, 
Levadura L2.  Levadura L3. Datos expresados en ppm como el promedio ± el error típico de tres 
experimentos independientes, p<0.05 entre repeticiones. 
 
Con esto se demostró que la activación previa de la levadura no solo permitió recortar el 
tiempo de producción sino que efectivamente logró controlar la respuesta de las variables 
de proceso, que además influencian positivamente en la calidad final del producto.  
 
Consumo de sustrato 
Se generó un rápido descenso del contenido de sólidos solubles, que alcanzó un nivel 
final de 6 ºBx en tan sólo ocho días de proceso. En comparación con ensayos anteriores 
tal nivel se lograba luego del décimo o doceavo día de fermentación. Además se resalta 
que el descenso mantuvo una tasa constante de casi 1.8 grados Brix por día.  
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Rendimiento y productividad 
La activación previa de las levaduras, desarrolló un buen nivel de rendimiento y 
productividad en el proceso de fermentación. Los ensayos con la levadura L1, los 
mejores resultados, con un rendimiento porcentual cercano al 98% y una productividad 
de 8.26 g/L-día, muy cercana a la máxima teórica de 8.74 determinada para diez días de 
proceso. 
Tabla 3-20 Rendimiento y productividad en la optimización de la fermentación Fase II 
 
Yp/s 
Rendimiento 
porcentual 
g/L-día 
L1 0.50 97.8% 8.26 
L2 0.48 94.6% 7.98 
L3 0.49 96.1% 8.12 
 
Análisis  
En general se obtuvieron muy buenos resultados para cada una de las tres levaduras 
evaluadas, sin diferencias significativas en ninguno de los parámetros analizados. Lo que 
quiere decir que se podría obtener un buen proceso de producción de hidromiel, 
mediante cualquiera de las tres levaduras, asegurando una fase previa de activación.   
Sin embargo, se busca evaluar el proceso a una escala mayor, donde se pueden 
desarrollar otro tipo de inconvenientes. Y pese a que no se tuvo un parámetro estadístico 
de decisión, los valores de rendimiento y productividad obtenidos a través la levadura L1 
fueron los más altos a lo largo de estas fases de evaluación. Por lo tanto se eligió a la 
levadura L1, (Uvaferm-BC) para la obtención de hidromiel a nivel semi-piloto. Además, es 
una levadura especializada para vinos que ha mostrado un controlado desarrollo de 
acidez y volátiles incluso en medios de posible estrés para las células. 
Por otro lado, se comprobó la efectividad del proceso previo de activación tanto en el 
mejoramiento de los parámetros de rendimiento y productividad como en el control de las 
respuestas del proceso, ya que disminuyeron los inconvenientes de la Fase 1; donde se 
generaron componentes volátiles indeseados, además de un bajo nivel en el desarrollo 
de acidez, o del consumo de sustrato.  
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En general estas respuestas se asociaron la mayor parte de las veces a la acción 
metabólica de las levaduras, por lo que se puede decir que con la activación previa, se 
logra enfocar el metabolismo celular a la fermentación alcohólica. En otras palabras, el 
posible estrés que se generó al hacer que las células se inocularan directamente dentro 
de un gran volumen de mosto y que influyó en el desvío del metabolismo central de las 
levaduras, se ve ampliamente controlado con la activación previa de las mismas. 
 
3.3.2 Etapa II. Desarrollo semi-piloto del proceso establecido 
Con las condiciones de proceso establecidas y tanto el tiempo como la levadura de 
trabajo definida, se dio paso al desarrollo de la fermentación en un sistema de reacción a 
escala semi-piloto. A continuación se presentan los resultados obtenidos. 
Seguimiento de la acidez y el pH 
Se presentó un incremento gradual durante los primeros días de proceso y se alcanzó un 
nivel estable final. Sin embargo en este caso, la solución inoculo, donde se activó 
previamente la levadura, tenía una acidez media de 3.0 g/L, lo cual, al momento de 
incluirse en el mosto, generó en el proceso general un descenso más marcado en la 
acidez, logrando un valor final de 4.2 g/L; 40% más, del valor que hasta el momento se 
desarrolló en los ensayos preliminares.  
 
Figura 3-27. Control del pH y la acidez en la obtención de hidromiel 
Evaluación del proceso escala semi-piloto. Datos expresados como el promedio ± el error típico de tres 
experimentos independientes, p<0.05 entre repeticiones. 
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El pH, ajustado en el mosto dentro del rango 3.5-3.6, descendió alrededor de 3.3 en la 
solución inoculo, de modo que al incluirse en el mosto, logró un descenso controlado que 
se estabilizó en el valor de 3.2.  
 
Determinación de la acidez volátil 
Se mantuvo el nivel acidez volátil dentro del límite legal, pese al incremento en la escala 
de volumen de producción. Se generó un aporte promedio de 0.5 g/L de ácido acético, 
con un error típico de 0.05. 
Determinación de alcoholes producidos 
El nivel de producción de etanol se determinó a partir del octavo día de proceso,  
se identificó un buen crecimiento hacia el final de la fermentación, donde se obtuvo un 
contenido de alcohol del 10 %, Figura 3-28. Superior a lo obtenido en la etapa previa y 
comparable con los niveles de alcohol generados en la Fase 1 de experimentación. 
El contenido de metanol en el producto final estuvo alrededor de 10 - 20pppm, sin duda, 
una respuesta controlada, que se encuentra casi diez veces por debajo de la 
concentración límite establecida.  
El contenido de volátiles como acetaldehído, alcohol iso-amílico y acetato de etilo, estuvo 
al igual que en la anterior etapa de evaluación, dentro de los niveles normales para vinos, 
sin el desarrollo de compuestos atípicos (etilhexanol, furfural) que modifican las 
características sensoriales del producto. 
Figura 3-28. Contenido de etanol y compuestos congéneres 
Evaluación del proceso a escala semi-piloto. Datos expresados como el promedio ± el error típico de tres 
experimentos independientes, p<0.05 entre repeticiones. 
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Consumo de sustrato  
A nivel laboratorio se alcanzó un nivel de sólidos solubles de 6 ºBx que se mantuvo 
constante desde el noveno día de proceso, sin embargo en el sistema semi-piloto esta 
concentración no se logró sino hasta el día once de fermentación. Estos cambios pueden 
asociarse a la diferencia de volúmenes de proceso.  
En escala laboratorio el inóculo se repartió en volúmenes de 100-200ml y aunque la 
relación es la misma (1:10 del volumen final) el bombear alrededor de 25 ml de inóculo a 
un volumen de casi 3L, requiere que las levaduras se adapten al nuevo medio, con lo que 
se puede perder un día con respecto a los resultados obtenidos a nivel laboratorio. 
Estos conceptos son los que deben tenerse en cuenta, al momento de evaluar un modelo 
de escalamiento de producción. Por lo tanto es necesario contar con un proyecto que a 
partir de estas primeras experiencias logre optimizar el proceso en este nivel semi-piloto. 
Consumo porcentual de sustrato 
En esta ocasión, se determinó el contenido de monosacáridos en diferentes etapas del 
proceso y no solo al producto final. Según la caracterización de la miel empleada, ésta 
contenía 12% de sacarosa y un 35.9 y 33.1% de fructosa y glucosa respetivamente. 
Teniendo en cuenta que la dilución de 17 ºBx se obtuvo a partir de una relación de 100 g 
de miel que constituyeron unos 480 ml  de solución total. Se partió de una concentración 
en el mosto de fermentación de 25, 68.9 y 74.5 g/l de sacarosa, glucosa y fructosa, 
respectivamente. 
El consumo porcentual se muestra en la Figura 3-29, Este resultado se evidenció que 
más allá de un comportamiento diauxico en el que la levadura consume inicialmente un 
sustrato y luego el otro, lo que se generó fue un consumo paralelo, en el que tuvo 
preferencia el consumo de glucosa, pero no por ello se deja de consumir fructosa en 
ningún momento. 
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Figura 3-29 Consumo porcentual de los carbohidratos en la producción de hidromiel 
 
Esto explica que el consumo porcentual de sustrato no sea una suma de lo que se 
consume de cada uno de los carbohidratos, sino que por el contrario, al evaluar el 
consumo total de azúcares, este resulta inferior al resultado obtenido para la glucosa, ya 
que las levaduras reducen ligeramente su potencial al tener que consumir por un lado 
glucosa que la procesan con mayor especificidad, frente al consumo de fructosa que les 
tarda un poco más, lo que conllevan a una disminución frente al consumo globlal. 
Con el perfil cromatográfico de monosacáridos se identificó que en este proceso se logró 
consumir alrededor del 95% de los carbohidratos iniciales presentes en la dilución de 
miel. Es decir que el contenido final real de azúcares en el hidromiel fue 
aproximadamente de 10 g/L, lo que se relaciona con el tipo de vino “semi-seco” según la 
normatividad colombiana (ICONTEC 2001).  
Rendimiento y productividad 
El proceso de obtención de hidromiel a nivel semi-piloto partió de un mosto de 
fermentación de un volumen aproximado de 2.5 L. Luego de once días de proceso, se 
generó un material sedimentado de 100 a 200 ml del volumen total. Esto sumado a las 
pérdidas en centrifugación y el proceso posterior de embotellado, generó un volumen de 
producto final de aproximadamente 2100ml. Es decir que se tuvo una relación de 84 ml 
de hidromiel por cada 100 ml de mosto empleado.   
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A partir de estos datos y teniendo en cuenta que el contenido final de etanol fue de 10% 
aproximadamente. Se tuvo un proceso con un rendimiento producto-sustrato Yp/s de 
0.508, es decir un rendimiento porcentual cercano al 99%, con una productividad de 8.2 
g/L-día, 94% de la productividad máxima esperada.  
Análisis sensorial 
Las características evaluadas se normalizaron en función de un rango de aceptabilidad 
en función de los atributos de un vino blanco, que es el que sirve de referencia para el 
hidromiel. 
El producto final presentó una buena aceptabilidad frente a los consumidores, la 
apariencia, el aroma y el color se consideraron adecuados. El cuerpo del producto fue el 
atributo más criticado, ya que no generó la sensación esperada de “llenar boca” y por el 
contrario se encontró algo aguado.  
Figura 3-30 Evaluación sensorial del hidromiel 
a) Evaluación de los atributos sensoriales frente a un panel semientrenado de 20 jueces, b) Descripción de la 
percepción del sabor del hidromiel 
 
Pese a que en términos generales el sabor se considero como bueno, ya que generó 
ciertos notes vinosos y en cierta manera característicos, algunos jueces identificaron la 
presencia de un sabor amargo.  En la descripción de los atributos del sabor, el hidromiel 
final fue catalogado con un dulzor medio, denominado por los jueces como “dulzón”, así 
mismo la acidez se consideró como media, mientras que la astringencia se definió como 
baja, características que pueden relacionarse más hacia los vinos abocados que los 
semi-secos, los cuales ya presentan una astringencia ligeramente más marcada. 
0
5
10
15
20
APARIENCIA
AROMA
COLORSABOR
CUERPO
Bueno Aceptable Malo
0
5
10
15
20
ASTRINGENCIA
ACIDEZDULZOR
Alta Media Baja
110 Evaluación de la fermentación alcohólica para la producción de hidromiel 
 
 Descripción del producto final y el proceso de obtención de hidromiel  
 
Tabla 3-21 Caracterización del hidromiel obtenido 
 HIDROMIEL 
Rango establecido en 
vinos de mesa (ICONTEC 
2001) 
Contenido de etanol (%p/V) 10 6 - 14 
Acidez total expresada como ácido 
tartárico en g/L 
4.2 3.8  - 8.0 
Acidez volátil expresada como ácido 
acético en g/L 
0.5 0  - 1.2   
Metanol en mg/L 20 400 
Azúcares totales en g/L 10 
5.1 – 15 Semiseco 
15.1 – 50  Abocado 
>50.1 Dulce 
 
  
Capitulo 3. Análisis y Discusión de Resultados 111 
 
Figura 3-31 Diagrama de proceso para la obtención de hidromiel a escala semi-piloto  
 
Miel cristalizada 
80ºBx sól,solubles 
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Inocular 
Metabisulfito de 
sodio 
FERMENTACIÓN 
Reactor autoclavado a 120psi 
 
T=± 25ºC   
Tiempo: 11Días  
 
Controlar sóidos solubles,acidez y pH  
Fosfato de amonio 
monobásico 
 
Diluir con Ultraturrax  
Velocidad: 3-4 
Agua  
Potable 
 
 
 
Levadura  
liofilizada 
Hidratar con 
Agua a 38ºC 
ACTIVACION LEVADURA 
 
Incubar a ± 26ºC por 3 días 
Volumen: 1/10 del mosto total 
Tmax:  
25ºC 
Relación de 1:4 
4 g/L de mosto 
100ppm 
0.3g/L 
CARACTERIZAR 
 
pH y acidez final Acidez volátil 
Azucares finales, Etanol, 
Metanol y congéneres. 
 
ALMACENAR 
PARA MADURACIÓN 
Centrifugar 
Sulfitar 
Max 80ppm Metabisulfito 
Embotellar 
(esterilizar previamente envase) 
Escaldar 
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rápidamente 
Sólidos 
solubles: 17ºBx 
ADECUACIÓN DEL 
MOSTO DE FERMENTACIÓN 
17ºBx,  pH=3.5-3.6 
  
 
4. Conclusiones y Recomendaciones 
 Fue posible generar a partir de miel una bebida tipo hidromiel cuyas 
características principales cumplen los requisitos técnicos dentro de los 
estándares establecidos para las bebidas tipo vino de mesa 
 
 Se estableció un proceso para la elaboración de hidromiel (Figura 3-46), que 
alcanzó un rendimiento porcentual de 97% con una productividad de 8.2 g/L-día; 
a través de la evaluación del mosto de fermentación durante tres etapas de 
ensayos preliminares, y una etapa final de implementación en escala semi-piloto.   
 
 Se obtuvo un hidromiel con un contenido alcohólico de 10%, pH de 3.2 y una 
acidez total de 4.2 g/L, expresados como ácido tartárico. Con un nivel de metanol 
inferior a 20ppm y una acidez volátil de 0.5g/L. Empleando un mosto de 
fermentación ajustado con una dilución de miel en agua de 17ºBx, una 
concentración de 0.4g/L de fosfato de amonio monobásico, que se trató 
previamente con metabisulfito de potasio a 100pm.   
 
 Se demostró que la miel cristalizada tiene una calidad apropiada (características 
fisicoquímicas y sensoriales) para emplearse como un adecuado sustrato en la 
obtención de una bebida fermentada tipo vino. 
 
 Se comprobó que  las características nutricionales de la miel no son suficientes 
para un óptimo desarrollo de la levadura dentro del proceso y es necesario  
incluir una fuente adicional de fósforo y nitrógeno. 
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 Se identificó la importancia de emplear levaduras especializadas en la 
fermentación alcohólica (vinos), que no solo generan mejores rendimientos sino 
que permiten un mejor control de las condiciones del proceso y las características 
finales del producto. 
 
 El buen contenido de azúcares en la miel, y el adecuado acondicionamiento del 
mosto inicial permitieron desarrollar un proceso de fermentación con un buen 
nivel de  rendimiento y productividad. 
 
 Se demostró que el proceso establecido para la obtención de hidromiel permite su 
desarrollo a una escala mayor de producción sin perder las buenas características 
del proceso y del producto final. 
 
 Se identificó la importancia de incluir en el proceso fermentativo una activación de 
la levadura, previa a la inoculación. Dado que fue posible optimizar los tiempos de 
proceso, junto con el rendimiento y la productividad del mismo.  
 
 Se mostró que con la activación previa se logró controlar el desarrollo de las 
células frente a la generación de subproductos y la respuesta general de los 
parámetros evaluados. 
 
 Se determinaron como parámetros de importancia dentro de la identificación del 
mosto de fermentación de una dilución de miel de abejas, el contenido de sólidos 
solubles inicial, el pH y la concentración del aporte nutricional seleccionado. 
  
 El contenido de vitaminas, ácidos, fenoles y demás componentes termolábiles 
presentes en la miel, hacen al sustrato vulnerable a la aplicación de temperatura 
disminuyéndose considerablemente la productividad y rentabilidad del proceso. 
Se hizo necesario emplear un sistema de sulfitado para realizar el tratamiento de 
inactivación de microorganismos en el mosto.  
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4.1 Recomendaciones 
 
 En busca de fortalecer la línea de estudios microbiológicos y lograr un producto 
notoriamente diferenciado se aconseja evaluar el aislamiento de levaduras 
nativas de las mieles Colombianas, con el fin de encontrar opciones de mayor 
resistencia que impriman además características sensoriales, fisicoquímicas e 
incluso funcionales al producto final. 
 
 Con miras a desarrollar un producto innovador y con características que marquen 
una diferencia competitiva en el mercado se recomienda incluir en la formulación 
frutas de interés, e incluso polén, con lo que no solo se adiciona una buena fuente 
de nutrientes sino que se obtiene un producto altamente diferenciado para el 
comercio general. 
 
 Es necesario desarrollar estudios cinéticos más precisos, que incluyan 
información acerca de la dinámica poblacional y de modelos de crecimiento, con 
el fin de estudiar el efecto de estas variables sobre aspectos como la 
productividad y viabilidad 
 
 En busca de diseñar un sistema acorde con las condiciones climáticas de la 
apicultura en Colombia, se recomienda evaluar diferentes temperaturas de 
operación que permitan estandarizar el proceso de producción de hidromiel 
 
 Es necesario identificar los parámetros que influencian directamente el desarrollo 
de la acidez en el medio para incrementar el nivel en el producto final y acentuar 
los sabores, para mejorar con esto la calidad sensorial y microbiológica del 
hidromiel producido. 
 
 Con el fin de recortar tiempos de producción sería adecuado probar diferentes 
sistemas de activación a través de la evaluación de diferentes condiciones en el 
mosto empleado y diferentes temperaturas de activación. 
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  Es necesario centrar la atención en el mejoramiento de las características 
sensoriales del producto final, con el estudio de sistemas que mejoren las 
características respecto al cuerpo y bouquet final del hidromiel. 
 
 En busca de diseñar un sistema a escala industrial, es necesario realizar una 
optimización del proceso que permita luego, estandarizar las condiciones y 
evaluar posteriores modelos de escalamiento. 
 
  
 
A. Anexo A: Fichas Técnicas 
Levadura L1: UVAFERM CM 
 
Seleccionada de la Naturaleza CM 
Seleccionada por la Universidad de California DAVIS, USA. 
Saccharomyces cerevisiae (raza fisiológica cerevisiae) 
 
Características Fermentativas: 
- Período de latencia muy corto y cinética particularmente veloz. Cepa interesante cuando 
se quiere dar varios ciclos a los depósitos disponibles en bodega. 
- Soporta altas concentraciones de azúcar en los mostos. 
- Buena capacidad de predominio sobre la flora indígena. 
- Óptima resistencia a elevadas temperaturas y elevados grados alcohólicos. 
- La rápida presencia de alcohol e incremento de la temperatura, favorecen la extracción de 
color en maceraciones cortas en vinificación de vino tinto. 
 
Efectos sobre la composición del vino: 
- Óptimo rendimiento alcohólico, utiliza menos de 16.8 g de azúcar por grado alcohólico. 
- Baja producción de acidez volátil, acetaldehído y pirúvico. 
- Escasa producción de SH2 
 
Efectos organolépticos: 
- Cepa aromáticamente interesante, optimiza la calidad del vino sin influencia sobre las 
propias características gustativas de cada vinífera, aumenta el carácter frutal del mismo. 
- Buena extracción de taninos y color. 
 
Campo de Aplicación: 
- Fermentación de mostos blancos en depósitos de gran volumen con escaso control de 
temperatura. 
- Óptima levadura de arranque rápido de fermentación. 
- Elaboración de vino tinto joven o de crianza con maceraciones cortas. 
- Elaboración de vinos tintos de doble pasta. 
- Buen comportamiento en la fermentación de mostos concentrados reconstituidos. 
 
Afinidad Varietal: 
- Es compatible con toda clase de variedades, tanto uvas blancas como tintas. 
 
Dosis: 
- Vinos Blancos: 20 – 30 g/hl 
- Vinos Tintos: 20 – 25 g/hl 
- Mostos reconstituidos: 25 – 35 g/hl 
Una dosis inferior o la utilización de un “pie de cuba” pueden dificultar el dominio de la cepa 
seleccionada sobre la flora indígena. 
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Modo de Empleo: 
- Rehidratar la levadura en 10 veces su peso en agua a 37 ºC – 40 ºC. 
- Espolvorear la levadura en la superficie de agua, dejar reposar 10 minutos. 
- Luego agitar el medio y dejar reposar otros 10 minutos. 
- Al cabo de estos 20 minutos de rehidratación, se incorpora la levadura directamente al 
depósito, mientras no exista una diferencia de más de 10 ºC entre la temperatura de la 
“levadura” y la del depósito. En caso contrario habrá que aclimatar previamente la 
levadura echándole poco a poco mosto (del depósito) hasta llegar a una diferencia de 
temperatura alrededor de 100 ºC o menor. 
- En todo caso la levadura no deberá estar rehidratándose en agua más de 30 minutos en 
ausencia de azúcares. 
- Incorporar al mosto, preferiblemente al principio del llenado del depósito por remontado. El 
respeto del tiempo, temperatura y modo de empleo descrito anteriormente garantizan la 
máxima viabilidad de levadura rehidratada. 
 
 
Conservación 
El producto conforme a los estándares cualitativos se conserva en su envase sellado al vacío 
durante un período de tres años en cámara refrigerada entre 4 y 10 ºC. Eventuales exposiciones 
prolongadas a temperaturas superiores a 35 ºC y/o con humedad y oxígeno reducen su eficacia. 
 
 
Características 
Estándar Cualitativo: 
Células vivas > 15*109 UFC/g 
Levaduras salvajes < 105 UFC/g 
Bacterias totales < 106 UFC/g 
Sólidos 93.5 – 95.5 % 
Actividad fermentativa < 2:30 h 
 
 
  
Anexo A. Fichas técnicas  119 
 
Levadura L2: LALVIN QA23 
 
Levadura natural seleccionada 
Vnhos Verdes Portugal 
Saccharomyces cerevisiae bayanus 
 
Aplicaciones: 
La vinificación de mostos blancos clarificados a baja temperatura es un proceso aplicado en un 
gran número de bodegas sobre variedades nobles como el Moscatel, la Sauvignon, la 
Chardonnay y la Verdejo pero también en variedades neutras como la Airen o el Macabeo. Este 
tipo de vinificación, generalmente realizada en ausencia de oxigeno, puede ser problemática para 
la mayoría de las levaduras, especialmente si esta carencia va unida a un bajo contenido en 
nitrógeno asimilable. 
La levadura Lalvin QA23, fue seleccionada en la región de Vinhos Verdes de Portugal y entre sus 
cualidades ofrece seguridad fermentativa unida a sus exigencias bajas en nitrógeno asimilable y 
oxígeno. 
Esta levadura asocia sus características esenciales con la aptitud de revelar aromas cítricos 
(limón verde, pomelo) en las variedades blancas aromáticas. 
 
Propiedades Microbiológicas y Enológicas: 
- Posee factor killer 
- Tolerancia al alcohol hasta 16 % alcohol 
- Fase de latencia media 
- Velocidad de fermentación rápida. 
- Levadura fructófila que termina bien las fermentaciones 
- Amplio rango de temperaturas de fermentación de 15 a 32 ºC 
- Baja necesidad en nitrógeno asimilable a cualquier temperatura (18 a 28ºC) 
- Baja necesidades de oxígeno 
- Producción baja de acidez volátil < a 0..2 g/L eq. H2SO4 de promedio 
- Producción baja de SO2 
- Producción baja de SH2 debido a la baja necesidad de N2 asimilable 
- Baja producción de espuma 
 
Dosis de utilización: 
Vinificación en blanco, tinto y rosado 20 a 30 g/hl 
Toma de espuma 50 g/hl 
 
Nota: Convendrá adaptar la dosis de utilización en función del estado sanitario de la vendimia e 
higiene de la bodega. 
 
Modo de empleo: 
- Rehidratar la levadura en 10 veces su peso en agua a 38 – 40 ºC. 
- Esperar 15 minutos y luego agitar periódica y suavemente durante otros 15 minutos. 
Añadir al mosto. 
- El tiempo total de rehidratación no deberá superar los 45 minutos 
- Evitar el choque térmico para la levadura. La diferencia de temperatura entre el mosto que 
va a ser inoculado y el medio de rehidratación no deberá ser superior a 10 ºC. 
- Es esencial rehidratar la levadura en un contenedor limpio. 
- No se recomienda la rehidratación en mosto 
 
 
  
 
B. Anexo B: Formatos de evaluación 
sensorial 
 
Apreciación del aroma del Hidromiel 
Marque con un x su percepción de AROMA respecto a cada muestra 
 
                                     MUESTRA 
CARACTERISTICA 
A B C 
GUSTA MUCHO    
GUSTA    
INDIFERENTE    
DISGUSTA    
DISGUSTA MUCHO    
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Calidad del producto final 
 
Califique la muestra de su preferencia, dentro de la escala designada para cada 
característica de hidromiel 
CARACTERISTICA CALIFICACIÓN 
DESCRIPTORES y 
OBSERVACIONES 
ESPECIFICAS 
PUNTAJE DEFINIDO 
APARIENCIA   
 
  
2    Brillante  
1    Opaco 
0    Floculado 
COLOR   
2    Amarillo, dorado, paja  
1    Ámbar, Tintes verde 
0    Sin color   
AROMA    
2     Característico 
1     Vinoso 
0     Desagradable
*
 
SABOR   
2     Característico - vinoso 
1    Sin características especiales 
0    Metálico , amargo 
ACIDEZ   
2    Media 
1    Muy alta 
0    Baja 
DULZOR   
2    Medio 
1    Muy bajo 
0    Muy alto 
ASTRINGENCIA   
2     Suave,  
1     Sin aspereza 
0     Áspero 
**
 
CUERPO   
2    Llena bien la boca 
1    Apenas estimula las papilas 
0    Muy aguado o muy espeso 
Referencias: Amerine y Col (1959); Broadbert M., (1968)., Maecha G., (1985) 
* Desagradable: SO2, H2S, Moho, Corcho, Tierra, Verde, Caucho, Madera 
** Se detecta en paladar 
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